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Fig. 1 Thin layer chromatogram on

 silicagel of bilirubin isomers. 

solvent system: chloroform,

 acetic acid. (99: 1 by vol.)

緒 言

bilirubinは その 化 学 構 造 よ りβ位 の側 鎖 の変 換

で16の 異 性 体 が生 じる可 能 性 が あ り, Fischer と

Orth1)に よ り15の 異 性 体 が 合 成 され て い る.ま た α

位 の3つ の橋 に よ り結 合 され るpyrrole環 の 変 換

に よ り4つ の異 性 体 が存 在 し う る と考 え られ る.し

か し生 体 内で生成 され るbilirubinはprotoporphy

rin IXの α位 が開 いて 出来 るbilirubin IXα の み と

考 え られ て い た.こ の考 えはGrayら21の ク ロ ム酸

酸 化 法 後 よ る 検 討 や 山 岡 ら3)のhemeの 開 環 酵 素

heme-α-methenyl oxygenaseの 発 見 な ど 後 よ り支

持 され た の で あ る が,一 方Petryka4)は 大 量 の 結 晶

bilirubinを クロム酸 で酸 化 して生 成 され るpyrrolic

acidよ り, bilirubin後 はIXα 型 以 外 に も少 量 のIXβ

ま た はIXσ 型 が存 在 す る こ と を 報 告 し た.つ いで

Nicholら51は 市 販 のbilirubinに つ いて質 量 分 析 を

行 いfragment ionの 出現 状 況 よ りPetrykaら の成

績 を肯 定 した が,教 室 の 井 沢6)は 人 胆 汁 よ り精 製 し

たbilirubinに つ い て 同 様 の検 討 を行 い その 成 績 を

否 定 した.他 方bilirubinの1か らXVIま で の異 性 体

に つ い て, 1971年McDonaghら7)は 市 販 のbiliru

binが 薄 層chromatographyに よ り3つ の 帯 を形

成 す る こ とを み とめ,こ れ に質 量 分析 な らび に分 光

化 学 的 検 討 を加 え る こ とに よ りそ れ らがbilirubin

 Ⅲα,IXα, XⅢα型 で あ ると報 告 し た.更 にStollら6)

は結 晶bilirubinをNa-amalgamで 還 元 し て生 成 さ

れ たmesobilinogenに つ い て,薄 層chromato

graphy,核 磁 気 共 鳴 スペ ク トル,質 量 分析 を行 って

IXα型 以 外 にⅢ α型, XⅢ α 型 を証 明 して い る.し か

しな が らMc Donaghら は核 磁 気 共 鳴 スペ ク トル 後

よ る直 接 的 な同 定 は行 って いな い.ま たStollら の

場 合 はbilirubinそ の もの で は な い うらみ が あ る.

そ こで結 晶bilirubinよ りMcDonaghの 方 法 で 分

離 した各 分 画 につ き,質 量 分 析,核 磁 気 共 鳴 スペ ク

トル法 を行 うこ と後 よ りbilirubin異 性 体 の 同定 を

行 い,あ わせて その分光 化 学 的 性 状 につ いて検 討 した.
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実 験 材 料 と実 験方 法

1) bilirubin結 晶

第一 純正 化学 製のbilirubinを 材 料 と して使 用 した.

2) 薄 層chromatography

Kieselgel G nach Stahl art Nr. 7731(Merck)

を使 用 し, 20×20cmの ガ ラス板 に厚 さ0.5mmの 薄

層 を作 製 した. bilirubin結 晶200 mgを300mlの

chloroformに 溶 解 し,そ の各0,5～1mlを0.5cm以

内の 帯 として 薄 層 に 付 着 し, chloroform: acetic

acid(99:1v/v)の 溶 媒 系 で 室 温 下(10～20℃),

暗 所 で 図1の 如 く, bilirubinが3つ の 帯 に 分 離 され

るRf 0.7付 近 まで持 続 的 に展 開 した.分 画 分 離 され

た上,中,下 の各 帯 は別 々 にか き と り, chloroform

で 溶 出 後, chloroform溶 液 を分 液 漏斗 に と り0.1N

炭 酸 水 素 ナ ト リウ ム液100ml,つ い で蒸 溜 水100m1で

数 回 洗 浄 した の ち〓 別 し減 圧 乾 固 した.こ れ を再 び

少 量 のchloroformに 溶解 後, 1/2量 のmethanolを

加 えてchloroformを 蒸 発 させ る とbilirubinは 橙

赤色 針 状 に 晶 出す る.のbilirubin結 晶 を試 料 と

した.

3) 質 量 分析

Schimazu LKB 9000Gas chromatography-mass

 spectrometerを 使 用 した.測 定 は 直 接 法 に て試 料

を導 入 し, Nicho1ら5)に 従 い,加 熱 温 度250℃,イ

オ ン化 電 圧70eVに て記 載 した.

4) 核 磁 気 共 鳴 ス ペ ク トル

Hitachi R-22 high resolution N. M. R. spectro-

meterを 使 用 し,測 定 周 波 数90 mega Hzで 溶 媒 と

してhexadeutro dimethyl sulphoxideを 用 い た.

 tetramethylsilaneを 基 準物 質 と して磁 場 掃 引 速 度

400秒,磁 場 掃引 範 囲8000Hzで 測 定 し,一 回 の測 定

で 充 分 な ス ペ ク トル が得 られ な い 場 合 に は数 回 の積

算 を行 っ た.

5) diazo試 薬 の調 製 法

sulfanyl酸 を用い たdiazo試 薬 はEhrlichら9)

の方 法 によ り作 製 した.即 ち第1液(sulfanyl酸5g,

濃 塩酸15ml,水985mlの 混 液),第2液(0.5%亜 硝

酸 ソ ー ダ 液)を 用 時 第1液10mlと 第2液0.3m1を 混

じて 調 製 し使 用 した. ethylanthranilateを 用 い た

diazo試 薬 は, Heirweghら10)の 方 法 に従 ってethy

lanthranilate 0.1m1に0.15N塩 酸 液10mlを 加 え,

さ らに0.5%亜 硝 酸 ソ ー ダ液0.3mlを 加 え て 混 和 し

5分 間 放 置 後1% ammonium sulfamate 0.1mlを 添

加 し, 3分 間 放 置 後 使 用 した.

6) bilirubin-azo色 素生 成 法

bilirubin-chloroform溶 液1mlにsulfanyl酸

diazo試 薬 又 はethylanthranilate diazo試 薬0.5m1

を加 え,さ らにmethanol 3.5mlを 添 加 し室 温 で15

分 間 放 置 した後 に測 定 した.酸 性bilirubin-azo色

素 液 はbilirubin-azo色 素 液 に さらに 濃塩 酸0.4m1

を加 えて 作 製 した.

7) 吸 光 曲 線 の 測 定

吸 光 曲 線 の測 定 は 島津 自記 分光 光 度 計(UV 200)

を用 い,可 視 部 で 測 定 した. bilirubinは 各 分 画 と も

chloroformに 溶 解 して 測 定 した. bilirubin-azo色

素 液 は そ の ま ま測 定 し た.

8) bilirubinの 分 子 最 大 吸 光 係 数 の測 定

2) の薄 層chromatographyに よ り分画 分離 したbili-

rubin分 画 をそ れ ぞれchloroformで 抽 出 した の ち

減 圧 乾 固 し, chloroform-methano1系 後て 再 結 晶 し

た ものを秤 量 して20ml程 度 のchloroformに 溶 解 し

各 分 画 の 吸 光 極 大 で 吸 光 係 数 を測 定 し算 出 した.

実 験 成 績

1) 質量 分析(図2)

結 晶bilirubinを 薄 層chromatographyを 行 う こ

とに よ り分 離 した 上,中,下 の 各 帯 の 質 量 ス ペ ク トル

は(図2)の 如 くで いず れ もm/e 584に 親 イ オ ンを 認

め,中 央 のmethylene橋 で断 裂 した と思 わ れ る二 種

のfragment ionをm/e 299お よ び286に 認 め た.以

下 各 帯 のm/e 100以 上 で 得 られ たsignalを 示 し,

()内 に そ のion intensity(% of the base peak)

を 示 す.上 帯: 584(46.8%), 540(8.2), 496(13.4),

 465(10.5), 363(8.5), 300(10.3), 299(100), 286

(88.7), 255(15.8), 242(13.6), 179(8.3),137(9.5),

中 帯584(57.8), 540(14.1), 496(11.3), 465(12.4),

 363(10.2), 300 (7.8), 299(100), 286(72.2), 255

(18.3), 242(15.5),下 帯584(50.0), 540(9.6), 496

(10.4), 465(8.5), 363(8.8), 300(11.2), 299(100),

 286(98.1), 255(13.5), 242 (9.5), 179(8.2), 137

(6.5)

2) 核磁 気 共 鳴 ス ペ ク トル(表1)

対 照 として測 定 した第 一 純 正 化学 製 の結 晶bilirubin

の 核 磁 気 共 鳴 ス ペ ク トル は表1の 如 くで, p . p. m.値

で そ れ ぞ れ1.93, 2.00(C-2お よ びC-7の-CH3)

2.03, 2.17(C-13お よ びC-17の-CH3)4.00(C

-10の-CHr)5
.61, 5.73(C-3お よ びC-18の

-CH: CH3)6 .10(C-5お よ びC-15の=CH-)

9.91(第Ⅲpyrrole環 の-NH-)10.04(第Ⅱpy-
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rrole環 の-NH-)10.49(第1お よ び第N pyrr

le環 の-NH-)にsignalが 認 め られた.結 晶bi

lirubinよ り分離 され た中 帯 の ス ペ ク トル はp. p. m.

値 で それ ぞ れ1.92, 2.00(C-2お よ びC-7の-

CH,)2.03, 2.16(C-13お よ びC-17の-CH,)4.00

(C-10の-CH2,-)5.61, 5.72(C-お よ びC-

18の-CH: CH2)6.09(C-5お よ びC-15の: CH

-)にsignalを 認 め 対 照 と一 致 した .上 帯 で はC

-2お よ びC-7の-CH,に 相 当 す るsignalは 認

め られ ず, 2.03, 2.16(C-13お よびC-17の-CH3)

5.62(C-3お よ びC-18の-CH: CH2)6.07(C

-5お よ びC-15の=CH-)にsignalを 認 め た.

下 帯 で は,C-13お よ びC-17の 一CH,に 相 当 す る

signalは 認 め られ ず, 1.91, 2.00(C-2お よび

C-7の-CH,)5.63(C-13お よ びC-18の-CH=

CH,)6.07(C-5お よ びC-15の 量CH-)にsignal

を認 め た.な お中 帯 のC-2, C-7, C-13, C-

17の 各-CH3の プ ロ トンの 積分 強 度 は等 価 で あ り,

上 帯 に お け るC-13とC-17の 一CH,の プ ロ トン積

分 強 度 比,下 帯 後 お け るC-2とC-7の-CH9の

プ ロ トン積 分 強 度 比 はい ず れ も1:1で あ っ た.

3) bilirubin異 性 体 お よ びそ のazo色 素 の 吸 光 極

大(表2)

Fig. 2 Normalized histograms of mass spectra of bilirubin isomers. (C33H36N4O6=584)

bilirubin Ⅲ α)IXα, XⅢαのchloroform溶 液 に お

け る 吸 光 極 大 は,表2-Aの 如 くでbilirubin Ⅲ α 455

～458nm
, bilirubin IXα453～455nm, bilirubin XⅢ α

449～453nmで あ っ た. sulfanyl酸 に よ り生 成 し た

bilirubin-azo色 素 液(pH 1.3)で は,表2-Bの

如 く でbilirubin Ⅲ α548～556nm, bilirubin IX(α

540～548nm, bilirubin XⅢ α 533～540 nmで 塩 酸 々

性(pH 0.5)下 で は, bilirubin Ⅲ α577～584nm,

 bilirubin IXα 570-577nm, bilirubin XⅢα 563～570

nmと 吸 光 極 大 は い ず れ も長 波 長 側 に 偏 位 し た.又

ethylanthranilateに よ り生 成 し たbilirubin azo色

素 液(pH 1.4)で は,表2-Cの 如 く でbilirubin

 Ⅲα524～527nm, bilirubin IXα527～530 nm, bill-

rubin XⅢ α 530～533nmで あ り, sulfany1酸 を 用 い

て 生 成 し たbilirubin azo色 素 液 の 吸 光 極 大 と の 間

後 差 異 を 認 め た.

4) bilirubin異 性 体 の 分 子 最 大 吸 光 係 数

bilirubin異 性 体 の 分 子 最 大 吸 光 係 数 は,そ れ ぞ れ

bilirubin Ⅲ α 0.35 mg, IXα 3.35mg, XⅢ α 0.41mgを

用 い て, chloroform溶 液 でbilirubin Ⅲ α64,900,

 bilirubin IXα 62,900, bilirubin XⅢα53,700で あ っ

た.
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総 括 並び に考 案

McDonaghら7)の 方 法 に よ り結晶bilirubinよ り

薄 層chromatographyで 分 画 分離 した上,中,下 の各

帯 は質 量 分 析 の 結果,と もに分子 量 が584で そ の解 裂

様 式 がNichol51ら の報 告 したbilirubinの 解 裂 様

式 と同一 であ る こ とよ りいず れ もbilirubinで あ る

と考 え られ た.し か もm/e332,239に 有 意 のsignal

が認 め られ なか ったこ とよ り井沢6)のbilirubin IXβ,

 IXσの 存 在 は な い とす る成績 を支 持 す る もの で あ っ

た.次 に核 磁 気 共 鳴 ス ペ ク トルの 結 果,第 一 純 正 化学

製 結晶bilirubinはKuenzIeら11)のbilirubin IXα

のN. M. R.値 と一 致 し,彼 らの 成 績 を支持 す る もの

で あっ た.し か し,彼 らの示 した11.89p. p. m.のC

-8お よ びC-12のcarboxyl基 のsignalは 認 め な

か った.と こ ろ で図3の 如 く, bilirubin IXα の 構 造

は 中央 のmethylene橋 を は さん で 左 右 非 対 称 で あ

り, bilirubin Ⅲα はbilirubin IXα の第1pyrrole

環 の β位 側 鎖 で あ るmethyl基 とvinyl基 が 置 換 し

て 左 右 対 称 と な った構 造 で あ り, bilirubin XⅢα は

bilirubin IXα の第N pyrrole環 の β位 側 鎖 で あ る

methy1基 とvinyl基 が置 換 して 左 右 対 称 と な った

構 造 で あ る.こ の構 造 よ り考 えて核 磁 気 共 鳴 ス ペ ク

トル上, bilirubin IXα で はI, Ⅱ, Ⅲ, IV各pyrrole

環 の β位 側 鎖 のmethyl基 に 相 当 す るsignalが 認

め られ るは ず で あ る.同 様 にbilirubin Ⅲ αは そ の

構 造 よ りbilirubin IXα の右 半 分 の構 造 の み とな る

の で,第Ⅲ, IV pyrrole環 の β位 側 鎖 のmethyl基

signalの み とな り,第Ⅰ, Ⅱ pyrrole環 のmethyl

基signalは 消 失 す る はず で あ る.又bilirubin XⅢα

で は逆 にbilirubin IXα の 左 半 分 の構 造 の み と な る

の で 第Ⅰ, II pyrrole環 の β位 側 鎖 のmethyl基si

gnalの み と な り,第Ⅲ, N pyrrole環 のmethy1基

signalは 消失 す るはず で あ る.又 そ れ らmethyl基 の

プ ロ トン積 分 強 度 は等価 とな る はず で あ る.既 述 の

核 磁 気 共 鳴 スペ ク トル の結 果 は これ らの 条件 を す べ

て 満 足 す る も の で,上 帯 がbilirubin Ⅲ α,中 帯 が

bilirubin IXα,下 帯 がbilirubin XⅢα と同定 され,

 McDQnaghら7)の 推 測 を確 証 した.

Fig. 3 The chemical structures of bili

rubin isomers M=-CH3, V=
-CHCH2, P=-CH

, CH, COOH

以上 の結 果 よ り結 晶bilirubin(第 一 純正 化 学 製)

中 にbilirubin IXα 以 外 にbilirubin Ⅲ α, XⅢαの微 量

の混 在 が 証 明 され た.そ こで これ らbilirubin異 性

体 の生 体 での 意 義 が 問題 とな るが,そ の生 成 機 序 は

なお 明 らか で は な い.す な わ ち, 1)heme合 成 過

程 で の 異 性 体 の形 成,2)実 験 過 程 にお け る異 性 体

生 成, 3)生 体 内で の異 性 体 の変 換 形 成 とが考 え ら

れ る が, bilirubinⅢ α, XⅢαの 構 造 よ り考 えてpro-

toporphyrin IXか らこれ らが 直 接 生 ず る可 能 性 は な

く,又protoporphyrin IXあ る い はbilirubin IXα

の β位 側 鎖 の 無 秩序 な 置 換 に よ って 生 成 され る とす

る な らば理 論 上16個 の 異 性 体 が で きる はず で あ る .

しか る に 結 晶bilirubin中 にbilirubin Ⅲ α, IXα,

XⅢαの3種 の異 性 体 の み認 め られ た こ と よ り考 える

と1)の 過 程 に よ る形 成 は考 えに くい がMcDonagh

らが 実験 的 に示 した異 性 体 間 の 相 互 変 換 の 可 能 性 は

否 定 で きな い.彼 ら12}は 強 酸 に よ るbilirubin IX.

よ りbilirubin Ⅲ α, XIDaへ の変 換 を報 告 し,更 に生

理 的pHの もと に お い て も同 様 の 変 換 が 起 り,こ の

反 応 は 可 逆 的 で あ る と した13)彼 ら14, 15)はbilirubin

 IXα が 中 央 のmethylene橋 で断 裂 して 生 ず る左 半 分

のdipyrroleが2個 再 結 合 す るこ とによ りbilirubin 

XⅢαが生 じ,右 半 分 のdipyrroleが2個 再 結 合 す る

こ とに よ っ てbilirubin Ⅲ αが 生 じ る と推 測 して い

る.し か し この 様 な変 換 はbilirubinがalbuminと

結 合 した状 態 で は起 らず,普 通 の状 態 で は生 体 内 で

の 変 換 は起 こ らな い と して お り,結 晶bilirubin中
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のbilirubin Ⅲα, XⅢαは,大 部 分 そ の精 製 過 程 後お

け る副 産 物 で あ ろ うと して い る.し か し,彼 ら も,

微 量 のbilirubin異 性体 が生 体 内 で生 成 され る可 能

性 に つ い て は否 定 して い な い.

一 方bilirubinの 光 分 解16, 17, 18, 19)に よ り生 体 内 に

水, n-butanolに 可 溶性, pentdyopent反 応 陽 性

のdipyrrole物 質 が 生 成 され る事 実 が あ り,又sod

hemeの 分 解 過 程 にお いてbilirubin後 な る以 前 に

dipyrrole物 質 に 分解 され る経 路 も示 されて い る.

更 にbilirubin代 謝 の主 経 路 で あ るglucuron酸 抱

合 が 障 害 され たGunn ratやCrigler-Najjar症 候

群 で はalternate path wayと してbilirubinよ り

dipyrrole物 質 へ の分 解 が起 る こ とが わ か って きて

い る21), 22)そ れ 故 これ らdipyrrole物 質 の 再 結 合 に

よ って生 じ るshunt bilirubin23, 24, 25, 26)の生 体 内 生

成 も推 定 され るので(2)(3)の過 程の形 成 につ いては現在 の

成績 よ り速 断 す る こ とは で きな い. bilirubin異 性 体

の 性状 に 関 す る検 討 で は, bilirubin-chloroform溶

液 の 吸 光 極 大 はbilirubin Ⅲα 455～458nm, bili-

rubin IXαa 453～455nm, bilirubin XⅢα 449～453 nm

と吸 光 極 大 に は 差 異 が認 め られ た. bilirubin-azo

色 素 液 をsulfanyl酸 を用 いて生 成 した場 合 と, ethy

lanthranilateを 用 い て生 成 した場 合 とで は,前 者 は

bilirubin Ⅲα, IXα, XⅢαの順 に吸 光 極 大 が 短 波長 側

に認 め られ た の に反 し,後 者 で は逆 順 に短 波 長 側 に

吸光 極 大 が存 在 した.吸 光 極大 の 中央 波 長 で の 異 性

体 間 の 差 はsulfanyl酸 に よ るbilirubin-azo色 素

液 の 方 がethylanthranilateに よ るbilirubin-azo

色 素 液 の場 合 よ り著 明 で あ った が 吸光 極 大 は後 者 が

前 者 よ り尖 鋭 で あ り,い づ れ が有 用 で あ る と は断 定

しが た い, bilirubin-chloroform溶 液 で の分 子 最 大

吸 光 係 数 はMcDonaghらelのbilirubinⅢα 65, 200,

 bilirubin IXα 62,600, bilirubin XⅢα 52,500に 比 較

して それ ぞれ64,700, 62,900, 53,700で ほぼ 一 致 す

る成 績 で あ った.こ の事 実 は これ らbilirubin異 性

体 定 量 上 同 一 分 子 吸 光係 数 と して測 定 で きな い こ と

を示 す もの と思 わ れ た.

結 論

bilirubin異 性 体 に つ いて 第 一 純 正 化 学 製 の 結

晶bilirubinを 材 料 と しMcDonaghら の 薄 層chr

o matography後 よ り3分 画 に 分 離 し,各 分 画 につ

い て 質 量 分 析,核 磁 気 共 鳴 ス ペ ク トル,分 光 化学 的

検 討 を加 え次 の 結 論 を得 た.

1) 質 量 分 析 で は,上,中,下 各 帯 共 後m/e584の 親

イ オ ン とm/e299, 286の 二 種 のfragmentionを 認

め, bihrubin aの 解裂 様 式 と一 致 した.

2) 核磁 気 共 鳴 スペ ク トルは,上 帯 で はbilirubinの

C-13お よ びC-17のmethyl基signalを2.03お よ

び2.16p. p. m.に 認 め)中 帯 で はC-2お よ びC-7)

C-13お よ びC-17のmethy1基signa1を1-92お よ

び2.00p. p. m,, 2.03お よ び2.16p. p. m.に 認 め 下 帯

で はC-2お よ びCー7のmethy1基signalを1.91

お よ び2.00p. p. m.に 認 め た.以 上 の結 果 よ り上 帯 は

bilirubinⅢαa,中 帯 はbilirubin IXα,下 帯 はbili-

rubin XⅢαと同定 され た.

3) bilirubin-chloroform溶 液 の 吸 光極 大 は, bili

rubin Ⅲα 455～458nm, bilirubin IX 453～455 nm,

 bilirubin XⅢα 449～453nmで あ っ た.又sulfanyl酸

を用 い て生 成 したbilirubin-azo色 素 液(pH 1.3)

の 吸 光極 大 はbilirubinⅢα 548～556nm, bilirubin

 IXa 540～548nm, bilirubin XⅢα 533-540nm, ethy-

lanthranilateを 用 い て 生 成 したbilirubin-azo色

素 液(pH 1.4)で はbilirubin Ⅲ α524～527nm,

bilirubin IXα 527～530nm, bilirubin XⅢα 530～533

nmで あ りいず れ の場 合 に も異 性 体 間 で僅 少 で は あ

るが 吸 光 極 大 の差 が 認 め られ た. sulfany1酸 に よ る

bilirubin-azo色 素 液 は 塩酸 酸 性 下(pH 0.5)でbi-

1irubin Ⅲ α577～584 nm, bilirubin IXα570～577

nm, bilirubin XⅢα 563～570 nmと い ず れ も吸光 極 大

は長 波 長 側 に 偏 位 した.

4) bilirubin異 性 体 の分 子最 大 吸 光 係 数 はchloro-

form溶 液 でbilirubin Ⅲ α 64,900 , bilirubin IXα

 62,900,bilirubin XⅢ α 53,700で あ った.
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Studies on bilirubin isomers

Part 1. Separation and characterization of bilirubin isomers

by

Mutsuo MARUYAMA

The First Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Kiyowo Kosaka & Prof. Hideo Nagashima)

The commercial bilirubin obtained from Daiichi Pure Chemical Co. Ltd. was separated into 

three fractions according their movability from the front (upper, middle and lower bands) by 

McDonagh's thin layer chromatography. Each fraction was examined by mass spectrometry, 

nuclear magnetic resonance (N. M. R.) spectra and photochemical methods. The following results 

were obtained.

1) Mass spectra specific to bilirubin, the parent ion at m/e 584 and the fragment ions at m/e 

299 & 286 were obtained from all these fractions.

2) Signals of methyl groups in bilirubin molecule on N.M.R. spectra of these fractions were 

observed as follows. Upper band: at 2.03 and 2.16 p.p.m. of C-13 and C-17, middle band: 

at 1.92 and 2.00 p. p. m. of C-2 and C-7, 2.03 and 2.16 p. p. m. of C-13 and C-17, and lower band: 

at 1.91 and 2.00 p. p. m. of C-2 and C-7, respectively. From these observations it was concluded 

the bands coincide with bilirubin ‡Vd, IXdand X‡V drespectively.

3) Absorption maxima of bilirubin fd, IX d and X‡V‚„in chloroform were found at 455•`

458nm, 453•`455nm and 449•`453nm respectively. Absorption maxima of their diazotized 

sulfanylate solution (pH 1.3) were 548•`556nm, 540•`548nm and 533•`540nm respectively. 

Absorption maxima of their diazotized ethylanthranilate solution (pH 1.4) were 524-527nm, 

527•`530nm and 530-533nm respectively. After acidification with hydrochloric acid to pH 0.5
, 

absorption maxima of their diazotized sulfanylate solution were moved to 577•`584nm
, 570

577nm and 563-570nm.

4) Emax . of the isomers in chloroform were calculated to be 64,900 for bilirubin ‡Vd, 

62,900 for bilirubin IX d and 53,700 for bilirubin X‡V d respectively.


