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緒 言

直 接bilirubinの 本 態 がbilirubinの 塩 も し くは

そ のesterで あ る との 山 岡 ・小 坂 らの 説 は,そ の後

bilirubinのglucuronideの 証 明 に よ り一 部 裏 付 け

られ たが,生 体 内 の直接bilirubinがbilirubin glucu

ronideの みでは ない ことはbilirubin glucuronide説

を提 唱 したBilling1)を 始 め と して 諸 家2)3)4)5)11)の認 め

る処 で あ り, Billing10)に よれ ば非glucuron酸 抱 合

型bilirubinの 存 在 は全bilirubinの40%に 及 ぶ こ

と もあ る と して い る.ま た 教 室 物 部5)河 原 田3)高 木7)

らに よれ ば黄 疸 尿 や 血 清,胆 汁 で は高 率 に非glucu

ron酸 抱 合型bilirubinが 存 在 して い る こ と を認 め

て い る.現 在 迄 に 報 告 され て い る非glucuron酸 抱

合型 と して は 山 岡,小 坂24)の 塩 型bilirubin, Isse-

lbacher & Mc Carthy8)のbiliurbin sulfate,そ

の他bilirubinと 胆 汁 酸塩9)又 はpeptide4)と の分 子結

合物 の存 在 な どが 認 め られ て い るが,教 室 の 近 藤10)

は尿 中ester型bilirubin分 画 をpaper chromato

graphyで 検 討 した際,燐 酸ester反 応 陽 性 の 分 画

が 存 在 す る こ とを認 めbilirubinと 燐 酸esterと の

結 合 物 も存 在 す る こ と を示 唆 して い る.そ こ で著 者

は35SO4を 用 い たIsselbacherら のbilirubin sulf

ateに 関 す る実 験 に 倣 い32P-Sodium phosphateを

tracerと し, ratを 実 験 動 物 に使 用 しbilirubin

燐 酸 塩 の生 成 の有 無 を検 討 し,こ れ が非glucuron

酸 抱 合型bilirubinの 一 つ で あ る こ とを み とめ た の

で報 告 す る.

実 験材 料 並 び に実 験 対 象

動 物 実験 には 体 重250～300gの 健 康 成 熟Wister

系 雄 性ratを1群3～5匹 と して使 用 した.

臨 床 実 験対 象 に は岡 山大 学 医学 部 第 一 内科 入 院 中

の 肝 硬 変 症 患 者 で各 種 肝 機 能 検 査,腹 腔鏡 検 査 並 び

に肝生検 により診断が確定 された3例 と,対 照 として

健康 な岡山大学 医学部学生 で各種肝機能 検査 に異常

の見 られなか った3例 の計6例 を選 んだ.

実 験 方 法

1. 胆汁採取

術前12時 間絶 食 させ水 のみを投与 したratの 腹部

をether麻 酔下 で正 中切 開 し,胆 管 にpolyethylene

tube No. 20 (IGARASI医 科工業KK製)を 挿入 し

外胆汁瘻 を作製 し直 らに腹部 を縫 合 し,以 後 経時的

に胆汁 を採取 した.

臨床例 では早朝空腹時X線 透視 下にDreiling氏

2重 管 を経 口的 に挿 入 し先 端が十二指腸 下向脚 に挿

入 され たこ とを確認 した後, Olive油20mlを 経管的

に注入 して採取 され るB胆 汁 について検 討 した.

2. 32P投 与方 法

32P燐 酸 ソーダ溶液(Dinabot研 究所製)1mc/ml

を蒸留水 で10倍 に稀釈 し, 50μc (pH 7.8)を 開腹

時ratの 十二指腸部 に注射器 にて注入 した.

3. Rat肝 障害 法

12時間絶食 させ たratに, 20%四 塩化炭素olive

油溶液 をrat体 重100gあ た り0.2ml, polyethylene

tubeに て 胃内に投与 した.

四塩化炭素投与後12時 間, 24時 間, 48時 間 に32P

燐酸 ソーダ溶 液をそれぞれ1回 腸管に注入 し,注 入

後外胆汁瘻 よ り得 られ る2～6時 間の胆汁 を試料 と

した.又,同 時に採 血 を行な って肝機能検査 を施行

した.

4. 肝機能検査 法

血清bilirubin量 の測定 のほか,肝 機能 検査 とし

て血清膠質 反応 ではThymol溷 濁試 験(TTT),

 Kunkel氏 硫酸亜鉛試験(ZnTT),塩 化Cobalt

反応(Co), Cephalin-cholesterol絮 状反応(C

CF)を 行ない,更 に 酵 素 面 ではGOT, GPT
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(Karman法) alkaline phosphatase (Bodansky

法)お よ びcholinesterase(△pH)値 を測 定 した.

5. 粗 直 接bilirubin調 製 法

5-1 胆 汁 よ りの 粗 直 接bilirubin調 製 法

坂 本 ら(2)の方 法 に従 い採 取 され た胆 汁 を硫 安 飽 和

塩析 後 吸 引 〓 別 し得 られ る残渣 をmethanolで 抽 出

し減 圧 乾 固 後 再 びmethanol抽 出 減圧 乾 固 の 過 程 を

数 回 繰 返 して 得 られ る褐 色 粉 末 を粗 直 接bilirubin

と した.

5-2 粗 直 接bilirubinの 性 状

直 接diazo反 応Gmelin反 応 共 に 陽 性 でEhrlich

氏aldehyde反 応 陰 性, Schlesinger試 薬 で蛍 光 を

認 め な い.

6. Bilirubin 3分 画 法

小 坂 ・原13)の 方 法 に倣 い 行 な った.即 ち,粗 直 接

bilirubin水 溶 液1mlにchloroform 2mlを 加 え て

十 分 に振 盪 した後3.000回 転5分 間遠 沈 して え られ

るchloroform層 を 間接bilirubinと した.間 接

bilirubin分 画 を除 去 した後,再 び2mlのchlorof

ormを 加 え更 に1/10 NHClを 等 量 添 加 し充 分 に 振 盪

した後3.000回 転5分 間遠 沈 して え られ る下 層 の

chloroform層 を塩型bilirubin分 画,上 層 をester

型bilirubin分 画 と した.

7. Bilirubin測 定 法

Jendrassik & Cleghorn氏 変 法 によ り測定 した.

Ehrlich氏diazo試 薬 の 組 成 はsulfanil酸1g

と15mlの 濃塩 酸 を1.000mlの 蒸 留 水 に 溶 解 した 第1

液 と, 0.5%亜 硝 酸 ソ ー ダ 水 溶 液 の 第Ⅱ 液 を用 い,用

時 第1液10ml,第 Ⅱ液0.3mlを 混 じ た もの をdiazo

混 液 と して用 い た.

8. Paper Chromatography

8-1 試 料

8-1-1 直 接bilirubinの 調製

胆 汁 よ り5-1に よ り調 製 され た 粗 直 接bilirubin

をcellulose powder (mesch 300)を 固 定 相 と し,

展 開 液n-butanol:ethanol:H2O (4:1:2)

で 室 温(15～25℃)に て 逆 相column chromatogr

aphyを 行 な い,え られ るbilirubin分 画 を分 画 採 取

した の ち減 圧 乾 固 して 試 料 と した.

8-1-2 Azo色 素

粗bilirubinよ り8-1-1の 方 法 で 分 画 分 離 した

直接bilirubin分 画 を1mlの 蒸 留 水 に溶 解 し, dia

zo混 液0.5ml蒸 留 水3.5mlを 加 え30分 間 放 置 しazo

色 素 を作 り減 圧 乾 固 した もの を試 料 と し た.

8-2 〓 紙

Schleicher & Schull・Nr. 2043 aを 使 用 した.

8-3 展 開

試 料 を0.5cm以 内 のspot又 は 巾0.5cm以 内 のband

と して 原 点 につ け,一 次 元上 昇 法 に よ り室 温 下(15

～20℃)に て 展 開 し,展 開前 線 が20cm上 昇 した後,

室 温 にて 乾 燥 させ た.

8-4 展 開 液

粗 直 接bilirubin分 画 の 展 開 液 としてはn-butanol

:ethanol:H2O (4:1:2)を 用 い, azo色 素

の 場 合 にはn-butanol:酢 酸:H20 (4:1:2)

を用 い た.

9. Column Chromatography

9-1 Columnの 作 成 法

Columnは 径20mmの 活 栓 付 ガ ラ ス管 に東 洋 〓 紙製

cellulose powder (mesch 300)を 高 さ10cmに つ め

固 定 相 と した.

9-2 展 開

展 開 液 と してn-butanol:ethanol:H2O (4:

1:2)を 用 い逆 相chromatographyを 行 な いfr

action collectorを 用 い, 20滴 ず つ分 割採 取 し,各

fractionに つ い てbilirubin量 並 び に総 燐 量 を測 定

した.

10. 放 射 能 測 定

10-1 Geiger-Muller counterに よ る測 定

試 料 を蒸 留 水0.1mlに 溶 解 した もの を所 定 の試 料

皿 に 入 れ 充 分 乾 燥 後, G.M. counter (Geiger mu

ller counter Aloka Model TDC-1日 本 無 線KK

製)を 使 用 し測 定 した.な お 障害 肝rat胆 汁bili

rubin中ester型bilirubinのpaper chromato

grarnで は 第3 spotを 中 心 と して1cm2の 正 方 形 に

切 り取 り試 料 皿 上 に置 い て 測 定 し た.

10-2 Radio Chromatogram

前記 のpaper chropatographyに よ り え られ た.

 paper chromatogramを 用 いpaper chromatogr

am scanner (Aloka Model PCS-4日 本 無 線K

K製)で 自動 的 に 記 録 した.

10-3 Radio autogram

Ester型bilirubin分 画 並 び に そ のazo色 素 を試

料 と し, paper chromatographyを 行 な って えられ

たpaper chromatogbamにFuji工 業 用X線 フ ィ

ル ムnon-screen type 200を 密着 させ, 20日 間 室 温

下 暗室 に 放置 した 後, X線 フ ィル ム をRendolを 用

い20℃ 5分 間現 像 し,水 洗 後Renfixで20℃ 10分 間

定 着 を行 な った.
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11. 燐 酸測 定 法

Fiske-Subbarow法21)に よ り総 燐 量 を測 定 した.

即 ち試 料 をMicro-Kjeldahl酸 化 コル ベ ン に と り,

 5N硫 酸1mlを 加 え加 熱 す る.加 熱 は 火焔 が 直 接底

に 達 しな い 様 に2cm程 の 間 隔 に保 ち(130℃ ～160℃)

火 煙 が 立 ち始 め る と焔 よ りは ず し冷 却 の 後, H2O2

を1滴 滴 下 し加 熱 を続 け る.上 記 操 作 を液 内 容 が 無

色 に な る迄 続 け無 色 に な った後1分 間 加 熱,冷 却 の

後 少 量 の 水 を加 え沸騰 水 溶 液 中 に10分 間 放 置 し,灰

化 中 に生 じたPyro燐 酸 をOrtho燐 酸 に変 え る.

全 内容 を定 量的 に10ml目 盛 付 試 験 管 に うつ し, mol

ybden酸 液1ml, aminonaphthol sulfone酸 液0.4

mlを 加 え,水 で10mlと し混 和 の 後20℃ ～25℃ の 水 溶

液 中 に15分 保 ち生 成 し たmolybden青 を直 ち に分 光

光 度 計Spectronic 20(島 津 製)を 用 いFilter 660

mμ で測 定 した.又 別 に第1化 学 製 基 準 無 機 燐 酸 液 に

つ い て 検 量 曲 線 を作 製 した. Molybden酸 液: mol

ybden saures ammoniumの2.5g/dl水 溶 液,水 に

不 溶 のNH4-Trimolybdateは 〓 過 に よ っ て除 い た.

Amino naphthol sulfone酸 試 薬:精 製 した1.2

4-amino naphthol sulfone酸0.5gと15g/dl Na

HSO4水 溶 液195mlに 溶 解 し,こ れ に20g/dl Na2S

O3水 溶 液5mlを 加 え作 成 す る.

実 験 成 績

1. 正常ratに お け る胆 汁 中32P排 泄 曲 線

燐 酸 ソ ー ダの 腸 管 か らの 吸 収 及 び肝 臓 よ りの 排 泄

状 態 を検 討 す る 目的 で32P燐 酸 ソ ー ダ を十 二 指 腸 内

に注 入 後,外 胆 汁 瘻 よ り30分 迄 は排 泄 され る胆 汁2

滴 ず つ を採 取 し,以 後 は10時 間 まで30分 間 隔 で胆 汁

を分 割 採 取 し,そ の0.1mlに つ い て,そ れ ぞれ 放 射 能

を測 定 し,胆 汁 量 と測 定 値 よ り総 排 泄32P count数

を計 算 した.胆 汁 中 へ の32P排 泄 は32P燐 酸 ソー ダ

腸 管 注 入 後10～15分 で 始 ま り,次 第 に増 加 し, 4～

5時 間 で 最 高 値 とな り, 8～9時 間 で 殆 ん ど一 定 状

態 と な る こ とが 認 め られ,(図1, 2) 8時 間 迄 に胆

汁 中 に排 泄 され る量 は32P注 入 量 の 平 均1.7% (1.62

～1 .76%)で,以 下 の 実 験 に 供 す る胆 汁 は2～6時

間 迄 の そ れ で あ るの で,そ の32P排 泄 量 を検 討 す る

と注 入32P量 の 平 均1.12% (0.99～1.35%)に あ た

り, 8時 間 ま での32P排 泄 量 の平 均65.8% (59.30～

76.70%)に 相 当 した.

2. 胆 汁 中bilirubinへ の32Pの 分布

32P腸 管 投 与 後rat外 胆 汁 瘻 よ り採 取 し た2～6

時 間 迄 の胆 汁 を用 い, bilirubin精 製 過 程 で の32P

分 布 を検 討 した.胆 汁 中 に含 ま れ る放 射 能 を100%

と し た場 合 硫 安 塩 析 後 の〓 液 中 に平 均24.7% (21.8

～27 .1%)が 認 め られmethanol抽 出後 の残 渣 中 に

平 均2.1% (1.9～2.3%)が 認 め られ た.粗bilirubin

中の32P含 有 率 は 残 りの 平 均73.2% (70.6～76.1%)

で あ っ た.(表1A, B)

Fig. 1•@ Excretion curve of 32P in bile after 

injection of 32P sodium phosphate 

into duodenum of rat

Fig 2•@ Excretion curve of 32P in bile after 

injection of 32P sodium phosphate 

into duodenum of rat

3-1 Bilirubin 3分 画 中 に 占 め る32Pに つ い て.

小 坂 ・原 法 に よ り胆 汁 中 のbilirubinを 間接bili

rubin,塩 型bilirubin, ester型bilirubinの3分
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画 に それ ぞれ 分 画 分 離 し,各 分 画 中 に含 ま れ る放 射

能 を測 定 した と ころ,粗bilirubin分 画 を100%と

す る とester型bilirubin分 画 に は,平 均98.90%

 (98.45～99.19%),間 接 型bilirubin分 画 に は平 均

0.44% (0.35～0.61%),塩 型bilirubin分 画 に は平

均0.66% (0.45～1.04%)含 まれ て お り, 32P放 射 能

はester型bilirubin分 画 に 限 局 して 存 在 す る こ と

が み と め られ た.(表1A, B)

Table 1-A•@ Excreted 32P activity in bile 

after 32P-sodium phosphate injection into 

duodenum of rat

Table 1-B•@ Distribution of 32P activity 

in each fraction

Distribution of 32P activity 

in 3 fractions of bilirubin

Fig. 3•@ Paper chromatogram and radioautgram of ester

. form bilirubin extracted from rat bile

3-2 精 製ester型bilirubin中 の32P活 性

Column chromatographyに よ って,精 製 され た

ester型bilirubin分 画 中 の32P活 性 はratに 負 荷

した全 活 性 の0.52～1.10%,平 均0.82%で あ っ た.

4-1 32P腸 管 注 入rat胆 汁 中bilirubinのpap

er chromatogram,そ のradioautogramお よ び

radio chromatogramに つ いて

実 験8に よ り えた胆 汁 中bilirubinのpaper ch

romatogramは 図3の ご と くester型bilirubin

は展 開 前 線 よ り第1,第2,第3の3 spotに 別 れ,

第1 spot,第2 spotのRf値 は0.32～0.41, 0.20

～0 .25で 第3 spotはRf値0.09～0.12に あ り,他

のspotに 比 し非 常 に小 で あ る.こ の 第3 spotは

近 藤,河 原 田 らが燐 酸ester反 応 陽 性 と したspot

で あ るが, paper chromatogramに つ い てradio

autographyを 行 な って み る と,そ のspotに 相 当

して放 射 能 に よ る感光 部 を認 めた.(図3)こ の さい

32P燐 酸 ソー ダが
, bilirubinと 混 合 した た め に生 じ

た 結果 を否定 す る必 要 が あ る のでrat胆 汁 よ り得 た

試 料 に32P燐 酸 ソ ー ダ10μc/ml 1滴 を加 えた混 合 液 を

作 り上 記 と同一 の方 法 に よ りpaper chromatogra

phyを 行 な い,え られ たpaper chromatogramに

つ いて のradioautogramを 作 製 した と ころ放 射 活

性 はす べ て 原 点 に み とめ られ る.のみ

で上 昇 は み とめ られ な か った.(図4)

また,上 記 のpaper chromatogram

につ い てradio chromatogramを

作 製 す る と. radio autographyに よ

る成績 と同様 に 第3 spotに 相 当 し

放射 能 の 山 を認 め た.(図5)一 方,

胆 汁 と32P燐 酸 ソ ー ダ混 合 液 につ い

て の, radio chromatogramに つ

い て も原 点 に放 射 活 性 の 山 を認 め る

の み で あ っ た.(図6)

4-2 32P燐 酸 ソ ー ダ腸 管 注 入rat

の 胆 汁 中, bilirubinのazo pigm

entのpaper chromatogram,そ の
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radio autogramお よ び

radio chromatogramに

つ い て.

FiG. 4•@ Paper chromatogram and radioautogram of ester-form 

bilirubin extracted from rat bile

Fig. 5•@ Paper chromatogrom and radio chromatogram of 

ester-form bilirubin extracted from rat bile

Fig. 6•@ Paper chromatogram of conjugated bilirubin in 

rat bile and its radio chromatogram

粗bilirubinをcolumn

chromatographyに よ り

精 製 し,そ のbilirubin

にdiazo試 薬 を加 えて作

製 され たazo色 素 に つ い

てpaper chromatogra

phyを 行 な い, Rf値

0.60～0.64, 0.52～0.62,

 0.14～0.20に3つ のspot

を えた.(図7)そ こで,

さ らに, radio autogr

aphyを 行 な った と ころ

第3 spot Rf値0.14～

0.20のspotに 相 当 す る

場 所 に の み放 射 能 に よ る

感 光 部 を み と め た.(図7)

ま た, radio chromato

gramで はradio auto

gramと 同 様 に, Rf値

0.18～0.22の 第3 spotに

相 当 し,放 射 活 性 の 山 を

認 め た.

5. 四塩 化 炭 素 に よ る肝

障 害ratに32P燐 酸 ソ ー

ダ を負 荷 した際 の胆 汁 中

32P陽 性bilirubin分 画

の変 化 につ い て.

Rat胆 汁 中 のBiliru

bin 1mg中 に含 ま れ る,

 32P陽 性bili
rubin分 画

の32P放 射 活性 は 図8

の 如 く肝 障害 群 で は正 常

群 に比 し高 値 を示 した.

す な わ ち各 群 の 平 均 値 は

正 常 群 の260 count/mg/5

min., 12時 間 障 害 群3510

 count/mg/5min. 24時 間

障 害 群4320 count/mg/5

min., 48時 間 障 害 群2510

 count/mg/5min.で あ っ

た.(図8)各2群 間 のF

検 定 で は(表2)に 示 す
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ごと く0時 間 に比 し他 の3群 は5%以 下の危 険率で

有意の上昇 を認 めたが, 12, 24,並 びに48時 間群の

いづれの2群 間 に も推計学 的には有意差 は認 め られ

なか った.又 胆汁 中に排泄 された粗bilirubin中 に

含 まれ る総32Pと32P陽 性bilirubin分 画 との放射

能の割合 は 図9に 見 られ る如 く障害 群で は,正

常群 に比 し高値 を示 した.各 群 の平均値 は,正 常群

の0.71%, 12時 間障害群 の6.31%, 24時 間障害群の

5.10%, 48時

間 障 害 群 の

6.79%で あ っ

た.(図9)な

お本実験 に用

いた四塩化炭

素肝障害rat

につ いて行 な

った肝機能検

査 の成績 は,

表3, 4の

如 くで あ っ た.

Table 2•@ Probability of two groups in 

average value

Table 3•@ Liver function of rats with carbon tetrachloride liver injury

6. 人 胆 の う胆 汁 中 のbil

irubin量 とphosphate量

の 関 係 につ いて.

Fig. 7•@Paper chromatgram and radioautogram of 

azo pigment

Fig. 8•@32P activity of bilirubin phosphate 

fraction per 1mg of bilirubin in rat bile

肝 硬 変 症 患 者 並 び に健 康

人学 生 よ りえ られ たB胆 汁

か ら粗 直 接bilirubinを 抽

出 し,実 験9に 記 載 した通

りcolumn chromatogra

phyを 行 な い, fraction

 collectorに て 分 画 採 取 し,

えた各 分 画 のbilirubin量

とphosphate量 を求 め る
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と,図10, 11に 示 す ご と く で, phosphate量 は

bilirubinの 第1の 山以 前 に高 く,第2の 山 は低 く

bilirubinの 第3の 山 に て再 び高 くな る.こ のphos

phateの 動 きはcolumn chromatographyに よ り,

 ester型bilirubinを 精 製 しない 場 合 に行 な っ た

radioautography, radio chromatographyの 結

果 と も一 致 した.な お 第3分 画 のbilirubin量 は,

健 康 人 お よ び肝 硬 変 症 患 者 の そ れ は と もにほ ぼ 同程

度 で あ っ たが, phosphate量 は健 康 人 よ り肝 硬 変 症

患 者 胆 汁 でよ り高 い値 を 示 し,四 塩 化 炭 素 肝 障 害rat

胆 汁 を用 い た実 験 と同様 な結 果 を 示 した.

Fig. 9•@ Ratio of total32P to 32P detected 

in bilirubin phosphate fraction 

excreted in rat bile

Fig. 10•@ Relaton between amount of bilirubin 

and phosphor in ester-form bilirubin 

fractionated by columun chromatography

Table 4•@ Liver function of rats with 

carbon tetrachloride liver injury

Fig. 11•@ Relaton between amount of bilirubin 

and phosphor in ester-form bilirubin 

fractionated by columun chromatography
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総括並びに考按

Van den Bergh u. Muller27)に 始 ま る生 体 内 直

接 並 び に 間 接bilirubinの 本 態 に つ い て は 間 接bil

irubinは 二 塩 基 酸遊 離 型bilirubinと して諸 家 の 認

め る処 で あ るが,直 接bilirubinの 本 態 に つ い て は

尚不 明 の 点 が 多 く残 さ れ て お りBilling4), Talafant5),

 Schmid6)ら に よ るbilirubin glucuronide説 もBi

lling10)自 身alkali stable bilirubinの 存 在 が 最 高

40%に 達 す る場 合 の あ る こ とを 認 め て お り,又Ta

lafartは 山 岡 ・小 坂 の 分 離 し た塩 型bilirubin分 画

で はglucuron酸 陰 性 で あ る こ とを 認 め て い る.非

glucuron酸 抱 合 型bilirubinと して はIsselbac-

her & Mc Carthy8)に よ るbilirubin sulfate,教

室 河 原 田 に よ るbilirubinとpeptideと の 結 合 物4),

近 藤9)のbilirubinと 胆 汁 酸塩 との 分 子 結 合 物 の 存

在 が 報 告 され て い る.ま た教 室 近 藤10)に よ って,山

岡 ・小 坂 の直 接bilirubin分 画 中 のester型bilir

ubin分 画 中 に燐 酸ester反 応 陽 性 分 割 が含 ま れ て

い る こ とが 指 摘 され て お り,こ れ はbilirubin pho

sphateの 存 在 を示 唆 す る もの と思 われ た.

著 者 は この 点 に着 目 して先 ず実 験 動 物 と してrat

を 用 い, 32P燐 酸 ソ ー ダを 腸 管 内 に負 荷 し32Pが 胆 汁

中 に 排 泄 され る迄 の 時 間 を測 定 した と ころ10～15分

と極 め て 速 や か で あ り, Lester25)ら が14C-bilirubin

をrat腸 管 内 に負 荷 し14C-bilirubinの 胆 汁 中へ の

排泄 を検 討 した さい,最 初 の 陽 性 は30分 以 内 で あ っ

た との 成 績 に比 較 して 梢 々早 い が32Pは 水 溶 液 と し

14C -bilirubinは 胆 汁 酸 或 い はalbuminと の 結 合 物

と して 負 荷 され て お り,溶 液 の 性 状 に その 原 因 が あ

る と考 え られ た が,さ らに32P排 泄 曲 線 は4～5時

間後 に 最 高 値 に 達 して お り14C-bilirubinを 用 い た

Lesterら の 成 績 と もよ く一 致 した.胆 汁 中 に排 泄

され た32P量 は,負 荷 後8時 間 迄 で 負 荷 量 の1.7%で

あ った が,実 験 に用 い た胆 汁 は8時 間 迄 の 排 泄 量 の

約2/3に あ た る負 荷後2時 間 ～6時 間 の もの を使

用 す る こ と と し,該 胆 汁 中 のbilirubin分 画 中 の

32P放 射 活 性 はester型bilirubin分 画 中 に お い て

98.7%と 限局 して存 在 す る こ と を認 め た.こ のes

ter型bilirubin分 画 は,所 謂 残 存 分 画 で あ るた め

更 にpaper chromatographyで 検 討 した結 果,一 部

の32P陽 性 部 分 がbilirubin spotと は ず れ て存 在

す る こ とが認 め られ た.こ の た めcolumn chroma

tographyを 行 な って精 製 したester型bilirubin

分 画 につ い て 同様paper chromatogaphyを 行 な っ

て み る と教 室 坂 本 ・近 藤 ・河 原 田 等 の 報 告 の如 く,

 3つ のspotが え ち れ,か っ近 藤,河 原 田 の認 め た

よ うに展 開 前 線 よ り第3番 目のspotに 燐 酸ester

反 応 が 陽 性 で,こ のspotに32Pの 限 在 が認 め られ

た.

Bilirubinと32P活 性 陽 性 燐 酸esterと が如 何 な

る結 合 状 態 で あ るか に つ い て はIsselbacher & Mc

 Carthyら の報 告 したbilirubin sulfateと 同様 に

bilirubin phosphateの 形 を と る もの と推 定 きれ る.

さ らにBilirubin-azo色 素 を調 製 して 同 様 に検 討

す る と32P陽 性spotはRf値 の 小 さい,す な わ ち

比 較 的 移 動 性 の少 な い第3 spotに の み み とめ られ

た.こ の こ とはbilirubin phosphateは 比 較 的 水 溶

性 は低 い と考 え られ る.

な おNon-bilirubin分 画 に 認 め られ た32Pは,胆

汁 と32P燐 酸 ソー ダ混 合 液 で は32P放 射 能 が 原 点 に

止 ま っ た こ とか ら32Pが 何 か 他 の もの と結 合 或 い は

抱 合 され た状 態 と して排 泄 され る もの と が推 測 され

平 野22)がether抽 出 性bilirubinに つ いで 行 な っ た

検 討 成 績 か ら推 して恐 ら く脂 質 と結 合 して い る ので

は な い か と考 え られ た.

次 にbilirubin phosphate分 画 が,肝 障害 時 に い

かな る変 化 を きたす か に つ い て,ま ず 四 塩 化 炭 素 急

性 肝 障 害 実 験 にお け るbilirubin phoshate分 画 の

消 長 を み る と正 常rat群 に比 し,四 塩 化 炭 素 障 害12

時 間 群 で は著 明 な上 昇 が 認 め られ た.

つ ぎに肝 硬 変 症 患者 胆 汁 でbitirubin phosphate

分 画 の推 移 を検 討 した結 果 で も健 康 人学 生 に 比 し,

 1.5倍 の上 昇 が 認 め られ た.こ れ らの こ と は,実 験 的

肝 障 害 時 お よ び肝 疾 患時 に お い て は,さ き に教 室 の

物 部,河 原 田,高 木 らに よ って 報 告 され た肝 障 害 時

に はbilirubin glucuronide分 画 が減 少 す る との 成

績 を併 せ 考 え て代 償 的 に, bilirubin phosphate分

画 が 増 量 す る こ とを示 す もの で あ ろ う.

Bilirubin phosphateの 肝 細 胞 内 で の 生 合 成 の 機

転 につ いて は全 く不 明 で あ るがbilirubinとphos

phateの 結 合 様 式 は 燐 酸ester反 応 が 陽 性 で あ る点

よ りester構 造 を有 す る もの と思 わ れ る.

結 論

非glucuron酸 抱 合 型bilirubin中 近 藤 ら に よ り

報 告 され たester型bilirubin分 画 中 の燐 酸ester

反 応 陽 性 分 画 につ い て検 討 し,次 の結 果 を えた.

1) 32P燐 酸 ソ ー ダ をrat腸 管 内 に負 荷 し胆 汁 よ り

え られ た粗bilirubin中 の32P放 射 活 性 はester型
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bilirubinに 限 局 して み とめ られ た.そ の さい の32P

の 胆 汁 中 に始 め て 証 明 され る時 間 は10～15分 と極 め

て短 時 間 で あ り,負 荷 後8時 間 迄 の32P排 泄 量 は,負

荷 量 の1.7%で あ っ た.

2) paper chromatogram, radioautogram,

 radio chromatogramに よ り32P放 射 活 性 がester

型bilirubin分 画 中 の どの 分 画 に認 め るか を検 し た

と ころ,近 藤 らが 燐 酸ester反 応 陽 性 分 画 と同定 し

た分 画 に一 致 して み と め られ た.こ の こと はbilir

ubin azo色 素 に つ い て の 検 討 で もみ とめ られ た.

3) Ratの 四 塩 化炭 素 肝 障害 時 に は, bilirubin

 phosphate分 画 は増量 し,肝 障害 の高度 な肝 硬変症

では健康人 に比 し胆 の う胆汁 中bilirubin phosph

ate分 画の増加が明 らかに認め られた.こ の ことは

bilirubin glucuronideに 対 す る代償 的増量 と考 え

られ た.

本論文 は,近 藤忠亮博士 の ご詣 導 を頂 いた.記 し

て感謝の意 を表す る.
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Studies on direct bilirubin

Part 1. Studies on bilirubin phosphate fraction

The first department of internal medicine, Okayama 

university medical school (Director: Prof. Kiyowo Kosaka)

Toshio KAWAI

Characterization of the non-glucuronide conjugated bilirubin fraction showing positive pho

sphate-ester reaction reported by Kondo was studied. The results were as follows:

1) After 32P-sodium phosphate was injected into the duodenum of Wister strain rat, bile was 

collected from the external bile fistula. Crude bilirubin was prepared from the collected bile 

by Sakamoto's method. 32P-radioactivity was localized at the ester-form bilirubin fraction of 

the crude bilirubin. 32P-radioactivity was detected in the bile during from 10 to 15 minutes 

after the duodenal injection. Total amount of the excreted 32P-radioactivity collected up to 

eight hours after the loading was 1.7%.

2) Localization of the radioactivity at radioautogram and radio chromatogram obtained from 

the paper chromatogram of the ester-form bilirubin fraction separated by Kondo's method was 

found at the same spot showing positive phosphate-ester reaction reported by Kondo.

The radioactivity of the azo-pigments yielded from the ester-form bilirubin localized at the 

spots showing positive phosphate-ester reaction.

3) Amount of bilirubin phosphate fraction increased in the rat bile after carbon tetrachlori

de poisoning. Amount of bilirubin phosphate fraction in the bile collected from the patients 

with liver cirrhosis was much more than that from normal subject. This results suggests the 

bilirubin phosphate fraction increased compensatly when the bilirubin glucuronide fraction was 

decreased in the liver parenchymal damage.


