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緒 論

Biliverdinの 赤外部吸収像の研究 は教室 の進藤の

研究があ るのみ であ る. biliverdinに ついては市販

のそれにつ き若干検 討,されたが,そ の粗材 その もの

に難点がある.即 ち英 国Light会 社 よ り輸入 され

たbiliverdinに つ いて検 討 した 諸 性 状 は

結晶 無定形

色調 緑黒色

溶媒 に対す る溶解度

メタノール　 極 く僅 かに溶解

ether　 不 溶

酸(塩 酸,硫 酸)　 不 溶

アルカ リ(種 々の濃度)　 不 溶

融 点　 不 明

の如 くで, R. Lembergら により明 らかに された諸

性状 と著 しく異な る.こ の控状が如何な る理由によ

つて生 じた ものかは,そ の製造 過程が明 らかにされ

ていない現況においては不明,不 純な もの として再

結晶その他の処置も考慮され たが,各 種溶媒 への溶

解度が著 し く低 いため困難であ る.そ こで著者は先

ず その赤外部吸収像を描写 し, 2, 3の 処置を施 し

た結果その本態 につき興味あ る成果を得たので報告

す る.

実 験 材 料 並 び に 方 法

1)市 販biliverdin L. Light会 社製の もの

2) spectrumの 測定装置並びに方法

赤外spectrumの 測定装置は,塩 野義製薬研究所

の御厚意に依 り,同 所 に設 備 せ られ た岩塩prism

使用の米国製perkin-Elmer 12 C型 自 記 赤外 分光

光度計及び光研DS 301自 記赤外分光光度計を,紫

外並びに可視部吸収spectrumは,同 じ く同研究所

に設 備 の 米 国 製Beckman D-U型 分 光光 度 計 を 使

用,後 者 は200～350mμ はhpdrogen lampを,

 350～1000mμ はtangsten lampを 用 い る が,内

600～1000mμ にはCS-OX phototubeを 使用 した.

赤 外 部 吸 収spectrum測 定 に は2～15μ に固 有

吸 収 の少 な い点 か らchloroformを 溶 液 と し,液 体

cellを 使 用 して測 定 した.

Nujol-paste法 は 資 料 を 約5mgを 乳 鉢 に と り

paraffin oi1の1滴 を 落 して 充 分擂 合 せ てparaffin

oil中 に 資 料 を 懸 濁せ しめ, spatulaで 食塩 板 上 に

その1滴 を 落 し,厚 さ0.01～0.02mmの 金 属 箔 の

窓 を 置 いて,そ の 上 よ り更 に食塩 板 を重 ね て これ を

挾 み,均 一 な る薄 層 と して 測定 に 用 いた.

3)等 電 点 測定 の 為 の資 料 及 び方 法

等 電 点 測 定 の 為 の資 料 と して は, L. Light会 社

製 の もの は使 用 せず, R. Lembergら の方 法 に よ つ

て得 られ たbiliverdinを 使 用 した(こ の詳 細 につ

いて は 第2編 に記 載 した).そ の 方 法 と して,緩 衝

溶 液 を使 用 し この緩 衝 溶 液 の イ オ ン濃度 μ を一 定

の0.1に した.そ して濾 紙 は英 国 製whatman 1を

使 用 し,濾 紙 の 巾を3cmと した.陽 極 と陰 極 との

間 隔 を45cmと し,泳 動 時 間 は24時 間, 5～6℃ の

恒 温 室 中 で 泳 動 を 行 な つ た.尚 電 極 の 電 圧 を

400 voltに し電 流 の強 さは ほ ぼ0.1mAで あ つ た.

実 験 成 績

1)市 販biliverdinの 赤 外 部 吸 収 につ いてbili

verdinをNujol-paste法 に よ り 測定 す ると図1の

よ うに な る.

a) 2.95μ 並 び に3.13μ にO-HとN-Hの 伸

縮 振 動 ν OH, ν NHに よ る吸 収 帯 を認 む.

b) 5.82μ にcarboxyl基 のVC=Oを 認 む.

c) 6.04～6.20μ にvinyl基 のC=O伸 縮 振動
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Fig. 1

VC=Oに よ る吸収帯及び共軛二 重 結 合の吸収を認

め る.

d) 5.82μ ～6.20μ に亘 る巾の広い吸収 はcarbo

xylate ionの 吸収と思われ る.

e) 10.33μ にvinyl基 のC-H面 外 変 角 振 動

δ C-Hに よる吸収を認 む.

f) 7.20μ 以上 の吸 収 に 関 しては,赤 外部吸収

像上充分解明 し得ない.

2)市 販biliverdinを5%苛 性 加 里アル コール

に溶解 し,煮 沸水中で5分 間加熱 した後,こ の溶液

を直 ちに冷却 しN/10塩 酸でpH 4.6附 近に調整 し

etherを 加えて振盪す ると容易にetherに 抽 出され

る.こ の抽 出層を分離 し, etherを 常 温のままで減

圧 吸引す ると緑 色 の 色 素 が得 られ る.こ の色素を

chloroform法 によ りその赤 外 部 吸収像を求めてみ

ると,図2の 如 くにな る.即 ち

Fig. 2

8) 2.90μ 並 びに3.11μ にO-HとN-H伸 縮

振 動 ν OH及 び ν NHに よ る吸 収 を 認 む.

b) 5.83μ にcarboxyl基 のC=O伸 縮 振 動VC

=Oに よ る吸 収 帯 を認 む.

e) 6.04μ ～6.30μ に 巾 広 いvinyl基 及 び共 軛

二 重結 合の 弱 い 吸収 が み られ る.

d) 6.85μ 及 び7.27μ にC-Hの 変 角 に起 因す

る δ C-Hの 振 動 の可 成 り強 い吸 収 を 認 む.

e) 7.20μ 以 上 の も の につ いて は 充 分解 明 し得

な い.

3) 2に 依 りえたether抽 出物 質 の諸 性 状.先 ず

Fig. 3

ether抽 出物質 を氷醋酸に とか し,そ

の吸光曲線を求 めて みると,図3の 如

く375mμ に鋭 い山と700mμ に極大

をもつ比較 的なだ らかな山を認めた.

次に この氷醋酸溶液に0.25%の 亜硝

酸 ソーダ水溶液を少 量加 えると,色 調

は 緑 青 色.青 色,紫 色,赤 色,オ レ ンジ色 と変 化 し,

 Gmelih反 応 と同 一過 程 を追 う.次 に 氷 醋 酸 溶 液 に

15% sodium dithionite水 溶 液 を加 え る と緑黄 色 よ り

黄 色 に変化 す るが,そ の際 直 ちにchloroformを 加え

て抽 出を行 な うと黄 色 色 素 はchlorpformに 移行 す

る.こ の色 素 はGmelin反 応, Diazo間 接 反応 陽 性,

 Ehrlich氏aldehyde反 応, Schlesinger反 応 陰性 で,

間接bilirubinが 考 え られ る.

4) 2に 依 りえ たether抽 出 物 質 の 物 理 及 び化

学 的諸 性 質 は次 の よ うで あ る.

メタノール　 易 溶

ether　 可溶(醋 酸酸性にて)

chloroform　 可 溶

酸(塩 酸,硫 酸)　 不 溶

アルカ リ(種 々の濃度)　可 溶

融 点　 275℃ 附近

結 晶　 無定形

色 調　 緑 色

5) biliverdinの 電 気泳 動 結 果

a) veronal塩 酸 に よ る緩 衝 溶 液 をpH 9.8に 調

製 し前 記 の 条 件 で 泳 動 す る とbiliverdinは 陽 極へ

約5.3cm移 動 す る.

b) phosphate bufferをpH 7.2に して 泳 動 を

行 な う と陽 極 へ2.4cm移 動 す る.

c) phosphate bufferをpH 6.8に して 泳 動 を

行 な う と陽 極 へ1.9cm移 動 す る.

d) phosphate bufferをpH 5.2に し て 泳 動 を

行 な う と全 く移 動 しない.

e)更 に低 いpHに す ると資 料 が 全 くとけ ず又 泳

動 を 行 な つて も,陽 極 へ も又 陰 極 へ も全 く移 動 しな

い.以 上 に よ りpHが 低 くな る に つ れて 緩 衝溶 液

に とけ に く く,陽 極 に は移 動 す るが陰 極 に は移 動 し

な い な どか ら明 らか な等 電 点 を 測定 す る こと は不可

能 で あつ た が,等 電 点 はpH 4.8～5.2附 近 に存す

るの で はな い か と思 わ れ た.

考 按

L. Light会 社 製 のbiliverdinは 各 種 溶媒 に難溶

で あ り, R. Lembergの 記 戟 したbiliverdinの 性状
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とは異 な るこ とが 注 目 され た.そ こでNujol-paste

法 を 用 い そ の 赤 外 部 吸 収 像 を 描 い て み る と,教

室 進 藤 がTheodor会 社 製 及 びL. Light会 祇 製 の

biliverdinに 就 いて 描 い た と同 様 の 成績 が え られ,

 H. Fischer及 びR. Lembergら に よ り 明 らか に さ

れ た 結晶biliverdinの 化 学 構 造 式 に 一 致 しな い.

即 ち注 目す べ きは5.82～6.20μ に 巾 の広 いcarbo

xylate ion(COO-)の 吸 収 像 を み るこ とで あ る.

処 で教 室 山 本(芳)は 家 兎 胆 汁 中 に はether抽

出可 能 なbiliverdinと5%苛 性 加 里 ア ル コール に

よ る5分 間 煮沸 又 は10%苛 性 加 里 液 を作 用 させ るこ

と によ り,前 者 は すべ て,後 者 は 一部ether層 に

抽 出 され,又 間接,直 接bilirubinを 酸 化 して 調整

したbiliverdinで は 前者 はether抽 出 可 能,後 者

は不 可 能 で あ る こ と か ら, ether抽 出可 能 なbili

verdinを 間 接biliverdin,抽 出 不 能 な それ を 直 接

biliverdinと 命名 した.

そ こで上 記 のbiliverdinの 製 造 課 程 は不 明 で あ

るが, 5%苛 性 加 里 ア ル コール に難 溶 で は あ るが,

一部 溶解 す るの で,そ の 溶 液 と難 解 な もの と を併 せ,

山 本(芳)の 方 法 で処 理 し,溶 媒 をpH4.6附 近 に

酸 性 に 調整 し, etherを 加 え て抽 出 を試 み ると,始

め て 容易 に緑 色 の色 素 が 多 量 に抽 出 され た.そ の

ether層 を 分 離 し,水 洗 後,醋 酸 酸 性 とな し,亜 硝

酸 ソ ー ダで 酸化 す る とGmelin反 応 と同 様 な酸 化過

程 が 識別 され,又sodium dithioniteで 還 元 しchloro

formで 描 出 す る と 間 接bilirubinが 証 明 され た.

又ether抽 出液 を氷 醋 酸 に溶 か し,可 視部 と紫 外部

の 吸光 曲線 を描 写 す ると, 700mμ 及 び375mμ に

極 大 を認 め た.従 つ てether抽 出 の 色 素 はbili

verdinの 諸 性状 と完 全 に一 致 す る.

そ こで この 色 素 に つ きchloroform法 で 赤外 部 吸

収像 を求 めて み ると, L. Light会 社 製 のbiliverdin

の それ とは 次 の点 に おい て 明 らか に異 なつ た.即 ち

a)2.90及 び3.11μ にO-H及 びN-Hの 伸 縮振

動 ν OH, ν NHと 思 われ る吸 収 を認 めた. b)5.83μ

にcarboxyl基(COOH)のC=O伸 縮 振 動 νC=O

に よ る吸 収 帯 を認 め た. c)6.04μ 附 近 にvinyl基

(CH=CH2)のC=C伸 縮 振 動 νC=Oに よ る吸 収

帯 を僅 か に認 め た. d)6.20μ 附 近 に共 軛 二 重結 合

に よ る吸 収 を僅 か に 認 め た.

従 つ て5%苛 性 加 里 ア ル コール に よ る加 熱 操 作 に

よ りcarbosylate ionはcarboxyl基 に変 化 し,進

藤 がbilirubin結 晶 に おい て 認 めた 如 くν OH; ν NH

と思 わ れ る吸 収 を 明 瞭 に 認 め,又vinyl基 の 吸 収

帯 と共 軛 工 重 結合 の吸 収 を認 めた が,共 軛 二 重結 合

の吸 収 は6.20μ 附 近 の み でbilirubinに 認 め た

6.37μ の吸 収 は 認 め られ な かつ た が,こ れ はbili

rubinで は 共 軛 系 が 中 間methylene基 で 中 断 され

て い るが, bi1iverdinで は 中 断 され て い な い 為 と思

われ る,進 藤 は会 社製 のbiliverdinに つ きbilirubin

と比 較 して3.02μ の1つ の吸 収 とvinyl基 と共 軛

二重 結 合 が1つ の吸 収 と して 表 わ れ るこ とを構 造 上

の特 長 の如 く考 えた が, carboxyl基 を もつbilivex

dinで は 上 記 の 如 き 共 軛 二 重 結合 の吸 収 を 除 けば

bilirubinの それ と一致 して い る.

即 ちL. Light会 社 製 のbiliverdinに はcarboxyl

基 のion化 とvinyl基 及 び1つ のamino基 に何

らか の 結合 が 推 測 され る もの で,そ れ故 に各 種 溶媒

に対 し難 溶 性 を示 した もの と考 え られ る.

この こと は先 に 教室 山 本(芳)が 胆 汁 中に 認 め た

ether難 溶 性biliverdinの 本 態 を 解 明 し,更 に は直

接bilirubinの 本 態 を も知 りう る有力 な手 懸 りを得

た もの と考 え られ る.

結 論

L. Light会 社 製biliverdinが 各 種 溶 媒 に難 溶で

あ る点 に注 目 し,そ の赤 外部 吸 収 像 を確 め,特 異 的

で あ ると ころ か ら,こ れ を5%苛 性 加里 アル コール

に溶 解 して 煮沸 水 中5分 間 加 熱 した 後, N/10塩 酸

にてpH 4.6附 近 迄 酸盤 とす るとetherに 容 易 に抽

出す る ことが 出来 た.こ のether抽 出物 は 緑 色で,

 biliverdinの 定 性反 応 を 満 足 させ,氷 醋酸 中 で700,

 375mμ に吸 収極 大 を示 した.

そ こで このether抽 出 可 能 のbiliverdinの 赤 外

部 吸 収 と,先 の会 社 製 のbiliverdinの それ と比 較 し,

次 の特 長を 認 め た.

1) 2.90及 び3.11μ にOH, NH基 の 吸収 を 認

め た.

2) 5.83μ にcarboxyl基 の 吸 収を 認 め た.

3) 6.04μ 附近 にvinyl基 の吸 収 を認 め た.

4) 6.20μ 附 近 に 共 軛 二 重 結 合 によ る吸 収 を 認

め た.

仍 てether抽 出 のbiliverdinはH. Fiecher, R.

 Lembcrgら によ り明 ら か に され たbiliverdinの 化

学 構造 を有 す る.一 方 会 社製 のbiliverdinはcarbo

xyl ionを もち, NH基, vinyl基 が 不 明確 で あ り

biliverdinに 何 らか の 結合 基 の存 在 が予 測 され る.
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As L. Light company made biliverdin was hard to dissolove in the usual solvents, 

spectrochemical studies were made in which characteristic infrared absorption spectra were 

noted. L. Light company made biliverdin was dissolved in 5% potassium hydroxide alcohol 

and was acidified at about pH 4.6 with N/10 hydrochloric acid after 5"s waterbatb, and 

thus an ether extractable substance was obtained. This green colored ether extractable substance 

proved qualitative reaction for biliverdin and exhibited the absorption maximum at 700 and 

375mƒÊ. in the glacial acetic acid. In the infrared absorption spectra of the ether extractable 

biliverdin, the following features were observed with that of L. Light company made 

biliverdin.

1) The OH, NH streching vibration (VOH, NH) was observed at 2.90 and 3.11ƒÊ.

2) The C=O streching vibration of the carbonyl group (vC=O) was observed at 5.83.ƒÊ.

3) The C=C streching vibration of the vinyl group (vC=C) was observed at about 6.4ƒÊ.

4) Absorption band due to conjugated double bond aromatic ring vibration was observed 

at about 6.20ƒÊ.

In consequence, the ether extractable biliverdin provided the chemical structure of 

biliverdin which was established by H. Fisher and R. Lemberg. On the other hand, L. 

Light company made biliverdin presumably had some combination radicals although it had 

carboxyl ion. It was not clear regarding NH and vinyl radicals.


