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緒 言

生 体 内 のbilirubinは 血 色 素 を 構 造 す るproto

porphyrin Ⅸ のα 位 が開環 して生ず るbilirubin Ⅸ α

で あ る こ とが 一 般 に み と め られ て い る1).し か しな が

らβ 位, δ 位 な どで の 開 環 の可 能 性 につ い て は必 ず

し も否 定 され て お らず, Gray3), Petryka2)ら は Ⅸ α

以 外 の ものが ク ロム酸 を も ちい た酸 化 法 で はみ と め

られ な い と しな が ら も, Petryka4)は そ の 後bili

rubinの 大 量 を も ち い て 検 討 し徴 量 の Ⅸα以 外 の

型 のbilirubinが 生 体 内 で も生 成 され る こと を認 め

た 。1967年Jacksonら5)はpyrroleと そ の 関 連 物

質 に つ い てmass spectrometryを 用 い た検 討 で,

 bilirubinに つ い て もその 解 裂 様 式 を記 載 した.次 い

で1968年Nicholら6)7)は 哺 乳類,鳥 類 お よ び海 藻 類

の胆 汁 色 素 に つ い てmass spectrometryを もち い

て異 性 体 構 成 の検 索 を行 な ってい る. 1971年 近 藤 ら8)は

oxyferrihemの Ⅸ α. Ⅸ β 型 をratに 用 い た 実 験 で

Ⅸ β 型 は あ き らか に Ⅸ α 型 に比 して胆 汁 中 に排 泄

され る量 は極 め て少 量 で あ る こと,ま たtetrapyrrole

構 造 とな った際 に は Ⅸ α, Ⅸ β と も胆 汁 中 に排 泄

され る量 は差 が な い こ とを認 め て い る.そ こ で著 者

は 発生 機 序 の異 な る各 種 肝 疾 患 患 者 の胆 汁 中のbili

rubin Ⅸ 異 性 体 構 造 につ いてOstrowら9)の 方 法 で

精 製 したbilirubinをKuster10)の 方 法 でbilirubin

 dimethylesterに 合 成 し, thin layer chroma

tographyで これ を分 離,精 製 しmass spectrome

tryに 導 入 し異 性 体 の有 無 を確 認 しよ う と試 み た.

Ⅰ. 検 索 対 象 並 び に検 索 動 物

対 象 は 岡 山 大 学 医 学 部 第 一 内科 入 院 中 の 患 者 で そ

の構 成 はTable 1.の 如 くで あ り,診 断 は各 種 肝 機

能 検 査,腹 腔 鏡,肝 生 検 な ど に よ り確 定 され た もの

で あ る。実験 動 物 と してLondon大 学B. H. Billing

博 士 よ り供 用 さ れ たGunn ratのstrainを 使 用 し

た.

Table 1.　 Materials

Ⅱ. 実験 方 法 な らび に実 験 材 料

1.1) bilirubin結 晶

Bilirubinのstandardと して第 一 純 正 化 学 製

bilirubinを 使 用 した.

1.2) mesobiliverdin Ⅸ β dimethylester

英 国, Cardiff大 学 のA. H. Jackson教 授 よ り供

与 され た もの を試 料 と した.

2) 胆 汁採 取 法

a) ヒ ト胆 汁 採取 法

Meltzer-Lyon法 で 行 な った,す な わ ち被 検 者 に

早 朝 空 腹 時 に 十 二指 腸sondeを 嚥 下 させ, X線 透 視

下 にに金 属 球 が 十 二指 腸 下 降脚 に達 す るの を確 認 した

後, A胆 汁 の 流 出 を 確 認 しolive油20mlを 注 入 し

B胆 汁 排 出 後 のC胆 汁 を 採 取 し速 や か にbilirubin

の 結 晶 化 の試 料 に供 した.

b) Gunn rat胆 汁 採 取 法

Gunn ratをether麻 酔 下 に 開 腹 して 総 胆 管 へ

polyethylene管 を挿 入 し,外 胆 汁瘻 を作 製 し,流 出
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する胆汁を低温,遮 光下に貯溜し結晶化の試料に供

した.

3) 胆 汁 中bilirubin結 晶 作 製 法(Ostrowetal)

8)

胆 汁 を 撹 拌 し胆 汁1mlに につ き20mgのascorbic

 acidを 加 え,胆 汁 の1/5量 の5% lead acetate

 solutionを 追 加 しbilirubinを 鉛 塩 と して 沈 澱 させ

遠沈 後 の上 清 を捨 て沈 澱 を蒸 溜 水 で1回 洗 滌 し,さ

ら にethanolで3回 洗 滌 後, 4倍 量 のethanolに

拡散 し再 び遠 沈 し上 清 を捨 て3-4mgのascorbic

 acidを 加 えbilirubin分 画 を4倍 量 の1規 定sodium

 hydroxideで20分 間,室 温(15-20℃),遮 光 下 で

加水 分解 し,こ れ を氷 酢 酸 でpH 5.0に 調整 し, 4倍

量 のchloroformで 遊 離 化 したbilirubinを 抽 出 す

る.こ の 際 出来 る中 間層 は分 離 し再 びchloroform

:氷 酢酸(3:1, V/V)で 抽 出液 が無 色 に な る ま

で抽 出 し,こ のchloroform抽 出 液 を合 せ1/5量 の

1% ascorbic acid溶 液で6回 洗 滌 し更 に等 量 の10

%食 塩 水 で1回,次 い で蒸 溜 水 で4回 洗 滌 して あ ら

か じめchloroformで 湿 らせ た東 洋 〓 紙No. 6で 〓

過 後,減 圧 乾 固 し1/2量 のmethanolを 加 えchloro

formを 蒸 発 させ る とbilirubinは 橙赤 色 針 状 に晶

出 す る.

4) Bilirubin dimethylesterの 合 成 法(Kustor

) 9)

Bilirubin dimethylesterの 合 成 はdiazomethane

を 使 用 す るKusterの 方 法 を も ち い た.

a) Diazomethane ether溶 液 作 製 法

9)

Nitrosomethyl urea 3gを100mlのethyl ether

に 浮 游 させ50% potassium hydroxideを5ml滴 下

し鹸 化 を行 な い, 30℃ の 水溶 中 で緩 和 に撹 拌 しなが

ら発 生 す る黄 色 のdiazomethaneを 氷 冷ether中 に

蒸 溜 した.

b) Bilirubinのmethylation

Bilirubin 100mg(第 一 純 正 化 学 製)を50mlの

chloroformに 懸 濁 しdiazomethane ether溶 液 を

bilirubin 1mgに 対 し計算 量 の10%過 剰 に加 え室 温,

遮 光 下 に15分 間 放 置後,減 圧 乾 固 し橙 色 の 粗bili

rubin dimethylesterを 得 る.疾 患 例 の胆 汁 よ り生 成

したbilirubinに つ い て は,こ の 方 法 をscale down

してmethylationを 行 な った.

5) 粗bilirubin dimethylesterのthin layer

 chromatography (T. L. C)

T. L. C.に よ る粗bilirubin dimethylesterの 精

製 はMerk製Kieselgel G nach Stahl (Art. 7731)

を 吸着 剤 と してglass plate 20×20cmに 厚 さ1mm

の 薄 層 を作 製 し120℃ で2時 間 活性 化 した後,粗bil

irubin dimethylesterを2mlのchloroform溶 液 と

して 線 帯 状(幅5mm)に 吸着 させ,室 温,遮 光 下 で

benzene: ethanol (100:8, V/V)で15cm一 次 元

展 開 し分離 され た 各帯 状 部 分 をglass plateよ り吸

着剤 と と も にか き と りchloroformで 溶 出 し,東 洋

〓 紙No. 6で 〓 過 後 減 圧 乾 固 し,同 様 のT. L. Cを

再 び 行 な って単 一bandで あ る こ と を確 認 した.な

お粗bilirubin dimethylesterのT. L. C.に よ る収

率 は 各bandを か き と り, chloroformで 抽 出 し,え

られ た抽 出液 の 溶 液 の濃 度 を比 色 法 で 求 め, molar

 extinction coefficient: max (CHCI3) nm (ε),

 405 (55800)よ りbilirubin dimethylester量 を算

定 した.

6) Bilirubin dimethylesterの 結 晶 化

T. L. C.で 分 離 したbilirubin dimethylester分

画 を少量 のchloroform溶 液 と し等 量 のpetroleum

 ether (b. p. 60-70℃)を 加 え0℃ に放 置す る とbili

rubin dimethylesterは 橙 赤 色 針 状 に晶 出す る,こ

こで母 液 を除 去 しpetroleum etherで 結 晶 を2回 洗

滌 し乾 燥後 遮 光 下 に保 存 した.

7) Bilirubin dimethylesterの 同 定 法

a) 融 点

融 点測 定 器(薬 局 方 型)を 用 い て測 定 した.

b) 吸光 曲 線

日立EPS-Ⅲ 型 自記 分 光 光 度 計 を用 い た.

c) 赤 外 線 吸 収 ス ペ ク トル

日立EPI-G2型 赤 外 分光 光 度 計 を使 用 し, KBr

 diskに して測 定 した.

d) 元素 分 析

C. H. N.コ ーダ ーは柳 本 製MT-2型 で, OXコ ー

ダ ー は柳本 製MOX-10型 で測 定 し2回 の 平 均 値 で

示 し た.

e) Mass spectrometry

JMS-01 SG mass spectrometer(日 本 電 子製)

を使 用 し,イ オ ン化 電 圧75eV,イ オ ン 化 電 流50-

100μA,加 速 電 圧7.0KVで 試 料温 度200-250℃ で直

接 導 入 法11)で 測 定 した.

f) Nuclear magnetic resonance (N. m. r.)

Varian HA-100, N. m. r. (100MHz)を 使 用 し

tetramethylsilane (TMS)を 基 準 物 質 と し,溶 媒

はdeutrochloroformを 用 い測 定 した.

Ⅲ. 実験 結 果

1) Bilirubin Ⅸ α dimethylesterの 分 離,精 製
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Bilirubin Ⅸ α をKusterの 方 法 でmethylation

しそ の反 応 終 末 産 物 をT. L. C.で 分 離,精 製 す る際

Rf 0.00, Rf 0.22 (0.20-0.26), Rf 0.31 (0.28-

0.35), Rf 0.41 (0.36-0.45), Rf 0.69 (0.65-

0.77), Rf 0.94 (0.92-0.96)の6つ の分 離 帯 が得

られ,精 製 過 程 で の 収 率 はTable 2 & 3に 示 す如

く,対 照bilirubin Ⅸ(第 一 純 正 化 学 製)よ りの

粗bilirubin Ⅸ α dimethylesterで は 平 均87.18%

 (76.90-94.37%)で,疾 患例 の胆 汁 中bilirubinの

粗bilirubin dimethylesterで も平 均98.17% (95.80

-102 .28%)で あ っ た.

Table 2.　 Fractionation of bilirubin dimethyl

ester (Daiichi pure chemical Co.

 Ltd.) by thin layer chromatoRraphy

 total coefficiant: 7.10 (14.55mg/dl)

Table 3.　 Fractionation of crude bilirubin

 dimethylester from the patients 

with liver diseases by thin layer

 chromatography

2) Bilirubin Ⅸ dimethylesterの 同 定

T. L. C.で6つ のRf値 を 示 す 分 離 帯 をそれ ぞれ分

取 し,物 性 的 検 索 を行 な った と こ ろRf 0.69の 分 離

帯 がchloroform溶 出,再 結 晶 後 の 融 点204℃ を示

し, Kuster10)の 記 載 と一 致 す る もの で あ った.ま た

chloroform溶 液 中 の 吸 光 極大 は405mμ を示 し,そ

の ヂ ア ゾ化 合物 の 吸光 極 大 はchloroform溶 液 中 で

560mμ (555-565mμ)で 有 地12)の 成 績 と一 致 した.

さ らに元 素 分析 を行 な った結 果 はC; 68.56%, H:

 6.66%, O: 16.65%, N: 9.13%,で ほ ぼbilirubin

 dimethylesterの 理 論 値 と一 致 す る もの で あ り,赤

外 線 吸 収 ス ペ ク トル の成 績 はFig. 1.に 示 す 如 くで

あ る.す な わ ち1) 3.00μ にOH, NH,の 伸 縮 振 動

υOH, υNH.に 依 る吸 収 帯 を1個 の 吸収 帯 と して認

め る. 2) 5.76μ にesterのC=0伸 縮 振 動 υC-

0に 依 る 吸 出 帯 を 認 め る. 3) 6.03μ にvinyl基

(-CH-CH2)のC=C伸 縮 振 動 υC-Cに 依 る吸

収 帯 を認 め る. 4) 6.12μ, 6.34μ に共 軛 二 重 結 合

に依 る吸 収 を認 め,こ れ は根 の 吸 収 に よ る と思 わ れ

る. 5) 10.08μ と10.85μ にvinyl基 のC-H面 外

変 角 振 動 δCHに 依 る 吸 収 帯 を認 め る,な ど の所 見

が 得 られ,こ れ も有地12)の 成 績 と一 致 す る もの で あ

り, N. m. r.で はTable 4.の 如 く3.70p. p. m.

 (singlet, 6H)のC8お よ びC12位 の プ ロ ピオ ン酸 エ ス

テル 側鎖 のcarbomethoxy groupな ど の 所 見 は

Kuenzle13)の 成 績 とよく一 致 し,ま たmass spectrum

(別述)を 含 め た成 績 よ り, Rf 0.69の 分 離 帯 の 物 性

はbilirubin Ⅸ α dimethylesterで あ る こ とが 証 明

され た.

3.1) Bilirubin Ⅸ α dimethylester のmass

 spectrum

Bilirubin Ⅸ α dimethylesterのmass spectrum

はTable 5.に 示 す 如 くで,こ の測 定 条 件 で は

molecular ion (M+)は 出 現 し な か っ た が, bilirubin

 Ⅸ α dimethylesterの 中央 のmethylene bridgeの

解 裂 に よ るfragment ionをm/e 314, m/e 300に 認

め,さ らに これ よ り-CO. OCH3の 解 裂beamをm/e

 227に み とめ る.

3.2) Mesobilirubin Ⅸβ dimethylesterのmass

 spectrum

Jackson教 授 よ り供与 され た 試料 につ いて Ⅸβ 型

のmass spectrumを 検 討 した 結 果 は従 来 の報 告 通

りのm/e614 (molecular ion), m/e 360 (fragment
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ion)を 認 め た15).

Fig. 1

　 Infrared spectrum of bilirubin dimethylester

Fig. 2　 Main fragmentation process of bilruhin

 dimethylester

Table 4.　 N. m. r. assignment of bilirubin dimethylester in deutrochloroform

 Chemical shift (P. P. m.) (shape of signal, relative area)

4) 健 康 成 人 男 子 の胆 汁 中bilirubin異 性 体 構 成

の 検討.

健 康 成 人 男 子 の 胆 汁 中bilirubinに つ い て そ の

dimethylesterの 異 性 体 構 成 をmass spectrumで 検

索 した結 果 はTable 5.に 示 す 如 く, bilirubin Ⅸ α

以 外 のbeam,す な わ ちm/e 360 (bilirubin Ⅸ β,

 Ⅸ δ), m/e 239 (bilirubin Ⅸ β)は 認 め られず そ の

解 裂 様 式 はbilirubin Ⅸ α(第 一 純 正 化 学 製)と 同

様 の態 度 を示 した.

5) 肝 疾 患 胆 汁 中bilirubinの 異 性 体 構 成 の 検 討.

各 種 肝 疾 患 患 者 の胆 汁 中 のbilirubinのdimethyl

 esterに つ い てmass spectrumを 比 較 した成 績

はTable 5.の 如 くで,急 性肝 炎,慢 性肝 炎,肝 硬

変 症,胆 の う症,先 天 性 黄 疸(Gilbert's syndrome,

 Dubin Johnson syndrome)の いず れ も同 一 で,そ

れ らの胆 汁 中 のbilirubinと 対 照 の 第 一 純 正 化 学 製

bilirubinお よ び健 康 成 人 男子 の胆 汁 中bilirubinと

の間 に は解 裂様 式 に有 意 の差 を示 すbeamは 認 め ら

れ なか った.

6) Gunn rat胆 汁 中bilirubinの 異 性 体 構 成 の

検 討.

先 天 性黄 疸 ネ ズ ミGunn rat胆 汁 中 のbilitubin

のdimethylesterのmass spectrumもTable 5 .

に示す如くⅨαの場合にみられたbeam以 外 のbeam

は認 められなかった.
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Table 5.　 Mass spectra of bilirubin dimethylester from various liver diseases

Abbreviation: H. A.: Hepatitis acuta, H. C.: Hepatitis chronica,

L. C.: Liver cirrhosis, Chole: Cholecystopathy,

Gilb.: Gilbert's syndrome, D-J.; Dubin Johnson syndrome,

Gunn.: Gunn rat, Nor.: Normal control, B. Ⅸ.: Bilirubin Ⅸ dimethylester,

*: one case, ′: mean of two cases
, ″: mean of 4 cases,

+: mean of 5 cases
,

考 察

Bilirubinの 異 性 体 に関 す る報 告 をみ る とPetry

ka4)がearly labelled bilirubinに つ い て 酸 化 法 で

Ⅸ α 以外 の異 性 体 の存 在 を報 告 し,ま たNicholら6)

が 雄 牛 の胆 石 及 びemu eggs shell (Dromanius

 novaehollandiae)か ら抽 出 したbilirubinよ りⅨ α

以 外 の 徴 量 の 異 性 体 をmass spectrometryを 使 用

して 検 出 して い る.こ の報 告 にによ る とbilirubin

 dimethylesterの 中央 のmethylene bridgeが 解 裂 し

た 際 に出 来 るい わ ゆ るdipyrrolic fragment ionを

検 出 して い る.す なわ ち Ⅸ α のfragment ionはm/e

 314, m/e 300,と は別 に 徴 量 の Ⅸβ (δ)のfrag

ment ionをm/e 374, m/e 360に 検 出 で き るが そ の相

対 強度 は か な り低 く,全 体 の2-5%で あ る と い う.

 1971年 近藤 ら7)がoxy-ferrihemの Ⅸ α お よ び Ⅸβ

型 を もちい た 実 験 に よ る と両 者 の 胆汁 中 へ の排 泄 は

Ⅸ α 型 が Ⅸβ 型 に比 しは るか に よ く排 泄 され るこ と

とtetrapyrroleの 構 造 を と った際 に は両 型 の 排 泄

量 に余 り差 が な い と して い るが,そ うす る と ヒ ト胆

汁 中 のbilirubinはtetrapyrrole構 造 を 呈 す る もの

であ るか らも し 生 体 内 で Ⅸ α 以 外 の異 性体 が 生成

され る な らば 当然 胆 汁中 に もbilirubin Ⅸ α 以 外 の

異 性 体 が排 泄 され る か ら, mass spectrumで 定 量

的 に 異 性 体 構 成 比(相 対 強 度)と して 表 現 され る こ

と に な り,病 因 論 な か ん す くbilirubin代 謝 の異 な

る各種 黄疽 を来 す 肝 疾 患 患者 の胆 汁 中bilirubinの

異 性 体 構 成比 は 疾患 に よ り独特 のpatternを 呈 す る

可能 性 が 考 え られ る.

さてbilirubin dimethylesterのmass spectrum

での 解 裂 様 式 はmolecular ionは その 質 量 数 を,

 dipyrrolic fragment ionの 検 出 が異 性 体 を固 定 し

定 量 す る際 の 指 標 とな る,す な わ ちm/e 314とm/e

 300は Ⅸ α 型 お よ び Ⅸ γ型 よ り 由 来 し, m/e 360と

m/e 239は Ⅸ β 型 お よ び Ⅸ δ 型 よ り由来 す る もの で

あ る(Fig. 2.).し か しな が ら 第一 純 製 化 学 製

bilirubinよ りのbilirubin dimethylesterのN. m. r.

 spectrumで の3.70p. p. m.に み られ るsingletの6H

はC8位 お よ びC12の プ ロ ピ オ ン酸 エ ス テ ル 側 鎖 の

carbomethoxy groupを 示 して い るの で, m/e 300

お よ びm/e 314のfragment ionは Ⅸ α 型 の解 裂 に

由来 した もの と考 え られ る,ま た疾 患例 のbilirubin

 dimethylesterで もN. m. r. spectrumで は 同 様 の

chemical shiftが 同 定 出 来 る の で, m/e 314, m/e

 300,は Ⅸ α 成 分 と同定 し う る.実 験 成 績 で はstan

dardと して 用 い た第 一 純 正 化学 製bilirubinお よ

び健 康 成 人 男 子, Gunn rat,各 種 肝 疾 患 例 の胆 汁 よ

りえ たbilirubinの 間 に は何 ら有 意 の差 はな く, di

pyrrolic fragment ionはm/e 300をbase peakと

し, m/e 314, m/e 227,に 認 め られ すべ て の測 定 試
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料 のmass spectrumは 同 一 の 解 裂 様 式 を示 し,そ の

再 現 性 は よく保 たれ て いた.使 用 したmass spectro

meterの 分 解 能 もNicholら の そ れ と同 一 で あ

るの でbilirubin Ⅸ α 以 外 の 異 性体 が試 料 採 取 か ら

mass spectrometerへ 導 入 まで の 過程 で 逸 脱 す る

可 能 性 と して は まず 第 一 に結 晶 化 操 作 が考 え られ る

がOstrowら5)の 方 法 はbilirubinの イ ミノ基 にlead

 acetateの 鉛 イ オ ンを 結 合 させ て沈 澱 させ る もの で

あ り,沈 澱 形 成 後 の上 清 にはdiazo反 応 陽 性 物質 が

な か っ た こ とに よ り結 晶 化 操 作 でのbilirubin Ⅸ α

以 外 の異 性 体 を逸 した と は考 え られ な い.第 二 に

bilirubin dimethylester合 成 後 のT. L. C. に よ る

分 離 精 製 過 程 で の異 性 体 の 逸 脱 の 可 能 性 につ いて も,

粗bilirubin dimethylesterのT. L. C.で の 収 率 は

か な り良 く,他 のRf値 を示 す 分 離 帯 を 溶 出,結 晶

化 後 のmass spectrumはbilirubin dimethylester

に 特 徴 的 なfragment ionす な わ ちm/e 374, m/e

 360, m/e 314, m/e 300, m/e 239, m/e 227,な ど

が 認 め られ ないの でT. L. C.で の Ⅸ α 型 以 外 のbili

rubinの 異 性 体 の逸 脱 の 可 能性 も否 定 で きる.し た

が って ヒ トお よ びGunn rat胆 汁 中bilirubinの 異

性 体 に は Ⅸ α 型 以 外 の もの は存 在 しない と考 えて よ

い よ うに思 わ れ る.ま た 各 種 肝 疾 患 患 者 胆 汁 中 の

bilirubinに つ い て も本 検 索 方 法 で は Ⅸ α 型 以 外 の

異 性 体 は存 在 し な い と い え る.

結 語

胆 汁 中bilirubinをOstrowら9)の 方 法 で 精 製 し

Kuster10)の 方 法 で これ をbilirubin dimethylester

と しT. L. C.で 分 離 し,再 結 晶 後mass spectro

metryで 直 接導 入 法 にて測 定 した結 果,次 の様 な 結 論

を得 た.

1) ヒ トお よ びGunn rat胆 汁 中bilirubinに は

Ⅸ α 型 以 外 の 異 性 体 は み とめ られ な か っ た.

2) 各種 肝 疾 患 患 者 胆 汁 中bilirubinに つ い て も

同様 で Ⅸ α 型 以 外 の異 性 体 は み とめ られ ず,す べ て

standardと して用 いた第一純 正 化 学 製bilirubin Ⅸ α

と同様 の解 裂 様 式 を と っ た.

謝 辞

稿 を終 わ るに あ た って 御 校 閲 下 さっ た 恩師 小 坂 淳

夫 教 授,直 接 御 指 導 下 さっ た近 藤 忠 亮 講 師,物 性的

検索 に 御援 助 を下 さっ た倉 敷 レー ヨ ン中央 研 究 所 分

析 セ ン ター 岡 昌也 氏 な らび に貴 重 な る資 料 を い た だ

い たA. H. Jackson教 授 に感 謝 しま す.

文 献

1) H. Nakajima, T. Takemura, O. Nakajima and K. Yamaoka, J. Biol. Chem., 238 (1963) 3784.

2) Z. Petryka, D. C. Nicholson and C. H. Gray, Nature, 194 (1962) 1047.

3) C. H. Gray, D. C. Nicholson, C. H. Gray and R. A. Nicholaus, Nature, 181 (1958) 183.

4) Z. Petryka, Proc. Soc. Expl. Biol. Med., 123 (1966) 464.

5) A. H. Jackson, G. W. Kenner, H. Budizikiewicz, C. Djerassi and J. M. Wilson Tetrahedron, 23

 (1967) 603.

6) A. W. Nichol and D. B. Morell, Biochem. Biophys. Acta., 184 (1969) 173.

7) A. W. Nichol and D. B. Morell, Biochem. Biophys. Acta., 177 (1969) 599.

8) T. Kondo, D. C. Nicholson, A. H. Jackson and G. W. Kenner, Biochem. J., 121 (1971) 601.

9) J. D. Ostrow, L. Hammaker and R. Schmid, J. Clin. Invest., 40 (1961) 1442.

10) W. Kuster, Z. Phisiol. Chem., 141 (1924) 40.

11) J. F. Lynch, J. M. Wilson, H. Budikiewicz and C. Djerassi, Experientia, 19 (1963) 211.

12) 有 地 澄 郎 ・岡 山 医 学 会 雑 誌, 71 (1959) 7065.

13) J. Fog, and E. Jellum, Nature, Lond., 198 (1963) 88.

14) C. C. Kuenzle, Biochem. J., 199 (1970) 395.

15) A. H. Jackson and G. W. Kenner, Biochemical・Society Symposia: Number 28.

 Porphyrins and related compounds. Academic Press, (1968) 3 P.



胆汁色素に関する研究　 345

Studies on the bile pigment

Part 2. Mass spectroscopic analysis of bilirubin Ⅸ

 dimethylester in various liver diseases
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(Director: Prof. Kiyowo Kosaka)

As almost no study has been made on the mass spectroscopic analysis of bilirubin obtained

 from the bile collected from the patients with liver diseases and Gunn rat, it was attempted to

 determine the isomeric composition of bilirubins by the use of mass spectrometry. Bilirubin was

 crystallized from the bile by Ostrow's method. Bilirubin Ⅸ α dimethylester was yielded by Kuster's

 method from the commercial bilirubin (Daiichi pure chemical Co. Ltd.), and was purified by thin

 layer chromatography. Photochemical natures of the fifth of six bands was coincided with that

 of bilirubin Ⅸ α dimethylester. The following results were obtained;

1. Mass spectra of bilirubin Ⅸ α dimethylester from bilirubin Ⅸ: No molecular ions were

 obtained by our method. The base peak at m/e 314, 300, or 227 was found and these peaks were

 derived from the cleavage of central methylene bridge of bilirubin Ⅸ α and Ⅸ γ dimethylester. No

 peaks, showing the exsistence of bilirubin Ⅸ β and Ⅸ δ dimethylester, appeared on the mass

 spectrum at m/e 360 and 239.

2. Mass spectra of bilirubin Ⅸ dimethylester from various liver diseases and from Gunn

 rat: Mass spectra of the bile bilirubin from various liver diseases and Gunn rat were observed

 at m/e 314 or 300 as the base peak and there was no significant peaks showing other isomers

 such as Ⅸ β or Ⅸ δ dimethylester. These findings coincided with that of bilirubin Ⅸ α dimethylester

 standard.

From these results, the exsistence of other isomeric compositions except bilirubin Ⅸ α (Ⅸ γ)

 was not able to find in the bile of human being in health and various liver diseases.


