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緒 言

1901年P. Fhrlichは,病 的 尿 に 塩酸 々性でp

dimeihyl amino benz aedehydeを 作 用させ ると強

い赤色 を 呈 す る事 を,次 で1903年O. Neubauer1)

が本 反応は 尿中Urobilinogenに 基 因す る事を発表

して 以 来, UrobilinogenのEhrlich氏aldebsde

反 応 は,肝 機能検査上最 も鋭敏な もの として今 日広

く応用 されてい る.処 でUrobilinogenのEhrlich

氏sldehyde反 応 呈色液 に就ての分光化学的研究 と

しては1925年A. L. Terwen2)が 先 づ 吸収の極大

は550乃 至570mμ と475乃 至495mμ にあ るとし,

後 者は, Ursbilinに 依 る も のであろ うと報告 し,

次 で1933年L. Heilmeyer3)が, mesobilinogenの

Ehilich氏aldebyde反 応 呈色液 に就て行つ た 吸 収

曲線の測定ではその吸収の極大 は557mμ と490mμ

に あるとし,後 者 はUrobilinに 依 るものであろう

としてい る.一 方1953年 のC. J. Watson4)の 報 告

に依れば,彼 が結晶Bilirubinよ り調製 したmeso

bilinogenのEhrlich氏aedehyde反 応 呈色液 に就

き測定 した吸収 曲線の極大は, 565mμ と490mμ に

あ ると した.又 教室の 矢田の測定 ではUobilinogen

即 ちatercobilinogen及 びmesobilinogenのEhrlich

氏aldehyde反 応 呈色液の吸収曲線の 極大はす べて

pH 0.3よ り3.9の 間 では560mμ と494乃 至490mμ

にあ ると報告 した.処 でUrobilinogen中 の8terco

bilinogenとmesobilinogenのEhrlich氏aldehyde

反 応呈色液の吸収曲線 の極大 に差異 の な い 事 に既

に1934年Heilmeyer & Krebs3) 5)が,次 で1936年

Wateon6)が 確 認 してい る.処 で,一 致 した意見で

あ るが上記諸家の発表にみ る如 くその吸収極大の記

述に就ては夫々多少の相 違を認めてい る,傍 て著者

は 之 等 の 点 を 再検 討す る為尿反び尿 よ り調製 した

Urobilinogen溶 液 のaldehyde反 応 呈色液 に就 き,

 Indole及 び結晶Bilirubinよ り調製 したmesobili

nogenのaldehyde反 応 呈色液を対照 として,詳 細

に,特 にpHに 依 る影 響 に注 意 し分光化学的観察

を行つた,

実 験 方 法

1. 実験 材料

1. 1.尿 よ りのUrobilinogen溶 液 調製法

Gmelin反 応 陰性でUrobilinogen含 量 の 多い尿

を用い,先 づ氷酷を以てpH3乃 至4と し,等 量以

上のetherを 加 えて よ く振 盟 しether抽 出液 を調

製 し,之 を蒸溜水で数回洗滌 した後, 1/3容 量 乃至

等量のN/10苛 性 曹達 溶液 を加 え て振 盪 し, ether

層 を除去 した後N/10塩 酸 でpH7乃 至7.2に 調 製

し,之 をUrobilinogen溶 液 と した.本 溶液は主 と

してetercobilinogenよ り な り, Indol反 応 は陰性

であつ た,

1. 2.尿 りのUrobilinogen溶 液 調製法

C. J. Wateon4)(1953)の 方法 に依 り潜血反応陰

性の健 康人尿50乃 至100gを 乳鉢 の中で少 量 の蒸

溜水を注加 しなが ら撹拌 し全量が200乃 至400ccに

な る如 く調製 した後,之 を1.01入 りのErlenmeyer

のflaskに 入 れ,新 し く調 製 した20%硫 酸 第一鉄

溶液を100乃 至200cc加 え て よ く混和 し,更 に同

量の10%苛 性 曹達溶 液を除 々に注 ぎ乍 ら撹拌 して泥

状液 とな し,此 のflaokを 密 栓 して暗所 に1時 間

以上放置す る.次 で内容 を遠沈後上清を分液漏斗に

と り4,倍 量 のpetrol etherを 加 え,飽 和酷酸曹達

1部 と氷酷酸4部 の混液 で弱酸性 と な して 振 盪 し

petrol ether層 を 分 離 して 後,更 に残渣 に等量の
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petrol etherを 加 えて同様の操 作を2回 以上繰返 し

抽出す る.次 で 之 等 のpetrol etherを 集積 し蒸溜

水で よ く洗滌 してか ら1/3容 量 乃至等量のN/10苛 性

曹達溶液を加え,軽 く振盪 した 後petrol ether属

を 除 き之 にN/10塩 酸 か加 え てpH7乃 至7.2に 補

正 したものをUrobilinogen溶 液 とし た.本 溶液は

stercobilinogenの み か ら成 りIndole反 応 は陰性で

あつ た.

1. 3.結 晶Bilirubinよ りのUrobilinogen溶

液 調製法C

. J. Watson4)(1953)の 方 法に依 り,結 晶Bili

robin 10mgをN/10苛 性 曹達 溶 液1.0ccに 溶 か

し,之 に蒸溜水9ccを 加 えた ものをflankに 入 れ,

 4%Na-amalgam 3gを 投 入 した後密栓 し約1時

間絶えず振 盪す ると褐色調は漸次薄れて黄色調 とな

り,遂 には僅かに黄色を呈す る液 とな る.此 の液を

蒸溜水で薄めて分液漏斗 に入 れ飽和酷酸曹達1部,

永酷4部 の混液で弱酸性にな し,之 にpetrol ether

を 加 えて抽出 し蒸 溜水で洗滌 した後,分 離 したpe

trolether液 にN/10苛 性 曹達溶液を加えて よ く振

盪 しpetrol ether層 を 除いた 溶液をN/10塩 酸 で

中性に補正 し,之 をmesobilinogen溶 液 と した.

1. 4.mesobilinogen dimethylester合 成法

mesobilinogen dimethyl esterの 合 成 は 先 づ

Bilirubin dimethyl ester調 製 より始めた.即 ち此

の調製 は木村14)の 方 法に依つ た.即 ち, Ether 20cc

中 にNitroso methyl尿 素2.5gを 投 じ,之 を氷冷

しなが ら50%苛 性 加里水溶液6.0ccを 除 々に加え,

水 浴上 で摂氏30度 迄漸 次 加 熱 し,氷 冷ether 10cc

中 に蒸溜 してdiazo methan-ether溶 液25ccを 得

た.一 方merk製 結 晶Bilirubin 40mgを60ccの

chloroform中 に溶解 して お き,上 記 調 製 のdiazo

 methan ether溶 液10ccを 加 え, 20分 間振盪 反応

させ ると,帯 黄緑褐 色の 溷濁液は帯赤褐色の清澄な

溶 液となつた.本 液 に10%炭 酸 曹達20ccを 加 えて

未反応の結晶Bilirubinを 除 き,過 剰の分解 を図つ

たが,木 村の場 合と同様未反 応の結 晶Bilirubinは

殆 ん どな く,炭 酸曹達水溶液への移行 は見 られなか

つた.次 で 此 のchloroform-ether溶 液 を2回 蒸溜

水で洗滌 し,無 水硫酸酉達で脱水 し更に一部 をとり

N/10苛 性 曹達水溶液を加えて之に移行 しない事を

確認 した.一 方此のchloroform-ether溶 液 を水素

瓦 斯係 流中で減圧 蒸 発 させ 粉 末 と し,之 に酷 酸

ethyl 30ccを 加 え て再 び溶解 させ た後,後 記す る

palladium carbon 0.7gを 触 媒 と し て 之 に 加 え 水

素瓦斯にて接触還元を行 つた。約2時 間乃至2時 間

30分 で水素の吸収は停止 したので接触還元を終 り,

東 洋濾紙No. 6で 触 媒 を 濾 過 して 淡 黄 色透明の

mesobilinogen dimethyl esterを 得 た.

1. 5.PalladiumCarbon触 媒 剤の調製法15)

活 性 炭に10%硝 酸 を加えて2～3時 間水浴上で加

熱 し水洗後乾燥 させ る.こ の 活 性 炭41.5gを21

入 りのBiekerに600ccの 水 と 共 に入れ80℃ に

加熟す る.別 に,塩 化palladium 4.2g濃 塩 酸10cc

更 に水25crを 加 え完全に溶解清澄 とな る迄水浴上

で熱す ろ.此 の 溶 液 を 上 記活性炭に加え更に37%

 formalin 4ccを 加 えて十分に混和 し30%苛 性 曹達

溶液をlithmus試 験 紙が青変す る迄加 え更 に5分

間混和す る.之 をBuchner吸 引瓶にて吸 引濾過 し

125ccの 水 にて繰返 し洗滌 してから乾燥 して保存 し,

使 用 に供す る.

2. Ehrlich's aldehyde試 薬 調製法

Ehrlich's aldehyde試 薬 は, Hildebrandtの 処方

に依 る,即 ち, p-dimethylamino benz aldehyde2g

を 乳鉢 にとり,濃 塩 酸50ccを 除 々に滴加 して溶解

した後,蒸 溜水50ccを 追 加 して全量を100ccと し

て後,東 洋濾紙No. 6に 濾 過 した.

3. 主 要 な る定 性反応及び定 量方法

3. 1. Urobilinogen定 量法8) 9) 10)

L. Heilmeyer & W. Krebs法 に準 じた.

3. 2. Urobilin定 量法及 び定性法

定量法は, A. T. L. Terwen2)法 に準 じた.定 性法

は, W. schlesinger11)法 に依 つた.

3. 3. Indole反 応

Saekswski-北 里 法12)に 依 つ た .即 ち,被 検液

10ccに0.02%亜 硝 酸加里溶液0.1ccを 加 え,次 で

濃硫酸3乃 至4滴 を 加 え て よ く混 和 す る.若 し

Indoleが 存 在 す れ ば, 5分 間 位で赤 乃至赤紫色が

現われ る.

4. 被 検 液の吸光係数 曲線描写法3). 13)

吸光 係 数は,島 津製QB-50型Beckman式 光 電

分光 々度計を用いて測定 した,測 定 波長 は可視部の

みを使用 し,測 定に当つては,被 検液を液槽10mm

の 水 晶吸収槽に納め,対 照には被検液の溶媒 を置き

吸光係数曲線を 描 い た.又 米 国Beckman製DK

型 自記分光 々度計 も併用 した.

5. 水素ion濃 度 測定法

水素ion濃 度 測定 には,東 洋濾紙製pH試 験紙

並びに島津製GU-1型 硝 子電 極pH meterを 使 用

した.
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実 験 成 績 並 び に 考 按

1. UrobilinogenのEhrlich氏aldehyde反

応 呈色物質水溶液の 吸光 曲線及びそのpH

によ る影響

Fig. 1. Absorption Curves of the Aldehyde 

Reactants of Urobilinogen

Absorption maxima Wave length 

1. 558, 492 mƒÊ ‡U

. 558, 490 mƒÊ‡V

. 558, 490 mƒÊ‡W

. 560 mƒÊ

Fig. 2. Absorption Curves of the Aldehyde 

Reactants of Urobilinogen at vari

ous pH Values.

1) pH 0.8 Ext. 0.37 max. 558, 492 mƒÊ

2) pH 4.8 Ext. 0.24 max. 556, 496 mƒÊ

3) pH 7.4 Ext. 0.17 max. 554, 508 mƒÊ

4) pH 8.2 Eyt. 0.33 max. 555, 506 mƒÊ

5) pH 9.4 Ext. 0.38 max. 506 mƒÊ

6) pH10.6 Ext. 0.45 maƒÊ.

尿,尿 及 び 結 晶Bilirubinよ り 調 製 し た.濃 度

1.31mg%, 1.39mg%及 び0.88mg%のUrobili

nogen溶 液5ccにalhehyde試 薬0.5cc宛 加 え て

呈 色 させ,反 応 の 終 結 を 待 つ て 最 終pH1.8, 2.2

及 び1.8で 吸 光 曲 線 を 画 くと,第1図 の 様 に な る.

尚Indoleの 夫 は,濃 度1.0mg%の 水 溶 液5ccに,

aldehyde試 薬0.5ccを 加 え最 終pH3.8でf描 いた

ものであ る.此 の結 果Indoleの 吸 収 の 極 大 は,

 560mμ に あ り単 一 な 曲 線 であ るが尿,尿 よりの

Urobilinogen呈 色 液は何 れも558mμ と492乃 至490

mμ と二つの極 大を 持 ち,結 晶Bilirubinよ り の

mesobilinogen呈 色液 も全 く同様であ る.此 の558

mμ の極大 は, Indoleの 夫 に近似す るが,調 製液中

にはIndoleは 含 ま れ な いか ら, Urobilinogenの

alhehyde反 応 呈色物の夫れによ るもの と考え られ,

 492乃 至490mμ の極 大 は, atercobilin乃 至Uro

bilin IXα の 夫れに一致す る.次 に 各呈色液のpH

を 変 じて吸光係数曲線の極大の移動を観察 した.図

2に 示 す 様 に,先 づpH4.0以 下 強酸 性に於ては

I. The reactant of Urobilinogen which was 

extracted from urine. pH 1.8, concentra

 tion 1.31 mg. %‡U

. The reactant of Urobilinogen Which Was 

extracted from feces. pH 2.2, concentra

 tion 139 mg. %‡V

. The reactant of Crcbilinogen with was de

rived from crystalline bilirubin. pH 1.8 

0.88 mg. %

IV. The albehyde reetan of thea aqueous solu

 tion of Indole. pH 3.8 conceentration 

1mg.%

　 Urobilinogenの 呈 色 液 によると思 われ る吸収の極

大 は, 558乃 至560mμ に あ り, Urobilinと 思 われ

る極大は490乃 至492mμ にあ り,何 れも余 り移動

しない. pH4.2に 於て は560及 び494 mμ に極大が

あ る.併 し,更 にpHが 大 と な るにつれUrobili

nogen呈 色 液に よると思 われ る極大は556乃 至55mμ

と僅 か短波長側 に 移 動 し, Urobilinと 思 われ る吸

収の極 大は可成 大 き く移 動 し, pH 6.0に 於 て は

496mμ 更 にalkali性 側 で は510 mμ 迄 長波長側

に移動す ろ, pH 9.0以 上 に 於ては最 早Urobilino-
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gen呈 色 液 によると思われ る極 大 は 消 失 し, Uro

bilinと 思 われ る極大 も亦平坦 とな り,逆 に短波長

に移 動す る.又 呈色液のUrobilinogen濃 度 は勿論

重要な要素で,濃 度の低 い場合 はpH4.0に 於 て既

にUrobilinと 思 わ れ る極 大 は長波長 に移動 し,

 pH 6.0に 於てはUrobilinogenの 呈 色 液 と思 われ

る極 大 は 消 失 し, Urobilinと 思 われ る極大は平坦

且短波長 に移動す る.此 の吸光係数曲線に於て尿及

び尿 よ り調製 した溶液には全 く差異 を認めず,更 に

Bilirubinよ り調製 したmesobilinogenと の 間に も

有 意の差 は認 められなかつた.処 でmeaobilinogen

のEhrlih氏aldehyde反 応 呈色 々素の吸収の極大

の波 長はLHeilmeyerに 依 れば557mμ 及 び490

mμ, C. J. Watsonに 依 れ ば565mμ 及 び490mμ

更 に矢田に依ればpH2.6に 於 て560mμ 及 び494

mμ と し,僅 かではあ るが著者の測定の 結果 と相違

してい る.此 の原因 は,使 用 した光 度 計 の 種 類 や

Ehrlich試 薬 の調製法及び その添加量更 に呈色液の

pH等,測 定条件の差異 に依 るもの と思 われ る.

Fig. 3. Absorption Curves of Reactants 

in Methanol

Stercobilinogen Wave lengrh

pH max

1) 1.6 562, 492 mƒÊ

2) 5.4 550, 490 mƒÊ

3) 8.2 506 mƒÊ

Mesobilinogen

4) 1.4 553, 493 mƒÊ

5) 8.8 508 mƒÊ

Fig. 4. Comparison of the two Reactants 

in Methanol at various pH Values.

2. UrobilinogenのEhilich氏aldehyde反

応 呈色物質のmethanol溶 液 の吸光曲線及

びそのpHに よ る影響

尿 より調 製 したstereobilinogen溶 液 及 び 結晶

Bilirubinよ り調製 したmesobilinoger溶 液 各50cc

にEhrlich氏aldehyde試 薬5ccを 加 え て呈色 さ

せ,同 量以上のchloroformを 加 えて振盪す ると呈

色物質 は殆 ど凡てchloroform層 に移行す る.此 の

抽出液を減圧蒸 発 させ た 後methanolを 加 えて,

小 試験管 に 分 注 し,各 々のPHを 変 して吸収の極

大 の推移 をみ ると図3の 如 くに な る.先 づstereo

Uilinogenに 就 てpH1.6に 於 て 吸 収 の 極 大 は,

5 52mμ 及 び492mμ に あ り, pH5.4に 於 ては550

mμ 及 び490mμ に,更 にalkali性 側 に傾 くにつ

れ水溶液の場合 と同 様 にstercobilinogenの 呈 色液

によ ると思 われ る極大 は 消 失 し, stercobilinと 思

われ る極大 は長波長に移 る. meaobilinogenも 同 様

な傾 向を示 すが酸性乃至弱酸性の場合, Urobilin IXα

と思 われ る極 大は, etercobilinの 夫 に比 し1～3mμ

長 波長 にあ る.繰 返 し実験を 行 つ て 各pH別 に極

大値 の平均値 を と る と 図4の 如 くに な る.即 ち

methanol溶 液 中 に てaldehyde反 応 呈色液の吸収

の極 大は, atercobilinogenとmesobilinoenと の間

に差異はみ られず,水 溶液時 に比 較 して各 々4～6

mμ 短波 長に移 る.処 でG. Niemannl6)に 依 れば

methanol溶 液 でmesobilinogen呈 色 液の吸収の極

大 は556乃 至556.5mμ,教 室 矢田に依 ればstereo

bilinogen呈 色 液の夫 れ はpH6.0乃 至6.4に 於 て
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550mμ 及 び490mμ と してお り,著 者の成 績 は 矢

田の夫れ と一致 し,　G. Niemaunの 夫 れ と僅かに異

るが,測 定条件の相違 に由 るもの と思 われ る.

3. Umbilinogenの 塩 及びEsterの 吸 光 曲線

及 びそのpHに 依 る影響

教室の野 呂18)依 れ ば,生 体 内Urobilinogenに

はBilirubinと 同様間接型及 び直接 型 の 二 型 が あ

り,前 者 は酸基游離の化学構造 を有 し,後 者 はその

eater及 び 塩 である としてい る.そ こで酸基游離の

Urobilinogen及 び その塩 とesterを 調 製 し吸光曲

線上極大に差異があ るか否やを追求 してみた.

3. 1.濃 度118mg%の 尿100gを 原 料 と し,

 Watson法 に依 り調製 し,野 呂の方法で酸基游 離 と

認めたstercobilinogen水 溶 液にN/10苛 性 曹達,

苛 性 加 里 及 びammonia水 を 各 々4cc宛 加 之

stercobilinogenのNa, K及 びNH4塩 を調製 し之

にaldehyde試 薬 を加えて吸収の極 大を測定す ると

図5の 如 く図2の 跡離型に比 し翁 く差異 が認 められ

な かつた.更 にN/10苛 性 曹達水 溶 液 を 以 て そ の

pHを 変 じ吸収の極大の推移を観察す ると,游 離型

と全 く同様で あ り, Na, K及 びNH4塩 の 間に も

差異は認 め られ な か つ た.因 み にUrobilinogen

 100mgに 対 し塩を形成す るに要す る計算量は,苛

性曹達,苛 性加里及びammonia何 れ の場合にも各

N/10溶 液3.4ccで あ つた.

Fig. 5. Absorption Curves of the Reactants 

of Urobinogen Na Salt at various 

pH Values.

1) pH 1.0 max 558, 490 mƒÊ Wave length

2) pH 3.2 558, 492mƒÊ

3) pH 8.2 509 mƒÊ

Fig. 6. Absorption Curves of the Reactants 

of Urobilinogensalt adding exces

sive NaOH, KOH, and NH4OH.

3. 23.1に 於 て 用 いたstercoUiliuogen水 溶 液

にN/10苛 性 曹達水溶液15ccを 加 え,後aldehyde

反 応 を行い吸収の極大を求め ると図6の 如 く556mμ

及 び490mμ あ り3.1の 結 果に比 しstercobilinugen

の 極 大は2mμ 短 波長 に移行す るに過 ぎなかつ た.

3. 3. stercobilinogen調 製 時石油層 よりsterco

bilinogenを 苛 性 曹 達溶 液中 に抽出す るが,そ の際

爾後の操 作を行わず,直 ちにN/10容 量 のuldehyde
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試薬を加え呈色させ,反 応直後自記分光々度計を用

い吸光曲線を描写す ると図7に 示す如 く最終pH1.6

に於て556mμ に極大 を有 す る単一な曲線を得,

 490mμ 附近に全く隆起を欠いだ.

Fig. 7. Absorption Curves of the Reactants 
which is extracted from alkaline 
Stercobilinogen Solution.

(not added N/10 HC1)

以上の3実 験 よりstercobilinogenの 塩 のEhrlich

氏aldehyde反 応 呈色 々素の吸光極大は,苛 性曹達,

苛 性 加里乃至ammoniaを 計算量の数倍量加え る事

に依 り,僅 かに2mμ 短 波長側に移動 した成績 を得

てい るが,a ldehyde試 薬 中 の 塩 酸 の 為 反 応 終 末

pHは1.4～1.6に 止 つ て お り,従 つ て 得 られ た

aldehyde反 応 呈 色 々素が 尚塩の ま ゝに止つてい る

か否か疑問で,従 つてstercobilinogenの 曹 達,加

里或はammonia塩 のaldehyde反 応 呈色 々素の吸

光 曲線には塩解 離の現 象を 含めて考 慮 しな ければな

らない.次 にstercobilinogen乃 至mesobilinogen

のEhrlich氏aldehyde反 応 呈 色 々素1吸光 曲線

を描写す ると, 556mμ 附 近2極 大の山以外に, 490

mμ 附 近の山を認あて おり,既 に この 山 はsterco

bilin乃 至UrobilinIXα の 山 で あろうと推 定 した

が, C.H. Gray17)に 依 ればstercobilin, Urobilin

 IXα の 塩酸塩の吸収極大は489mμ, 491mμ で 従つ

てその推定が正 しい もの と考 え られ る.唯 之 等

UrobilinがUrobilinogenのEhrlich氏aldehyde

反 応 の反 応過程中 に副反応 として生ず るものであ る

か, Urobilinogenが 酸 化 に対 し不安定であ る為,

反 応前既に生 じた ものであ るか,疑 問であ る.処 で

上記の3.1, 3.2の 反 応ではUrobilinの 吸 収が得

られ るに 対 し, 3.3で は 終 末pHに 殆 ん ど前2実

験 と差異がな かつたに も拘 らず全 く認め られなかつ

た.そ うす ると, Urobilinogenの 酸 化 を防 ぎ,純

粋の まゝ で反応 を 行 え ば, Urobilinは 生 じない も

の と断定出来 る.

4. Mesobiliaogeu dimethylesterのElhrlich

氏aldehyde反 応 呈色物質の 吸光曲線及び

m-sobiljnogen dimethylesterの 化学的性状

mesobilinogen dimethyl esterを 調 製後直ちに減

圧蒸発 して粉末 と し,之 にmethanol 30ccを 加 え

て溶解 し, 3ccのaldehyde試 薬 を加えて呈色 させ

mesobilinogenのaldehyde反 応 呈色物質 を対照 と

し自記分光 々度計を用い吸光曲線 を描 き吸収の極 大

を観察す ると,図8の 如 くpH3.8に 於 て550mμ

及 び488mμ に極 大が あ り,対 照 としてpHの 等

しい海 離mesobilinogenのmethanol溶 液 に 於け

るaldehyde反 応 呈色物質 の夫れは552及 び490mμ

に極大を認め, 2mμ 短 波 長 に移 動 した.

次 に, mesobilinogenを 対 照 としmesobilinogen

dimethylesterの 性状を検討 した.先 づmesobilino

gendimeihylesterの 酷 酸ethyl溶 液 を 減 圧蒸発 さ

せ,改 めて石 油etherを 加 え る と,良 く溶解 し,

微 かな淡黄色を呈す る.次 に各種溶媒への移行性を

検討 してみ ると 図9の 如 くN/10苛 性 曹達, 10%

炭 酸 曹達及び飽和 酷酸曹 達 には 対 照 のmesobilino

genは 移 行す るが,全 く移行 しなかつた,次 に酸 に

対 す る移 行 性 で は 差異 は 認 めなかつた.次 に,

　 mesobilinogen　 dimeihye　 esterの 酷 酸ethyl溶 液

を減圧蒸発 し,種 々の有機溶媒を加えて溶解性を観

察 す る とchloroform,石 油ether, ethyl ether,

aceton,酷 酸ethyl, methanol, ethanol, propanol

に 易溶であ り,氷 酷, pyridinに は 稍 々難溶であ り,

水には不溶 であ る. H. Fischerl9)に 依 ればbiliru

bin dimetltyl esterはether,石 油etherに は難 溶
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で あ り, methanolに は 稍 々 難 溶 で あ るがmeaobili

nogen dimethyl esterと な る と 著 し く そ の 性 質 を

異 に して い る.之 等mesobilinogen dimethyl ester

を 溶 解 し た 各 種 有 機 溶 媒 に1/10容 量 のaldehyde

対 試 薬 を 加 え, aldehyde反 応 をmesobilinogenを

照 と して 比 較 して み る と,図10の 如 く で あ つ て,両

者 共chlorofrom,石 油ether及 びPyridinに 於

て は 殆 ん ど 特 有 の 呈 色 を 示 さ ず,僅 か に 黄 変 す る の

み で あ る が, ethyl ether及 び 酷 酸ethylに 於 て は

原 液 は 燈 赤 色 と な り 境 界 面 に 特 有 の 鮮 紅 色 を 示 す,

 aceton, methanol, ethano1及 びpropanolに 於 て

はmesobilinogenは 強 陽 性 で あ りmesobilinogen

 dimethyl esterは 陽 性 で,そ の 程 度 を 異 に し た.次

にmesobilinogen dimnethyl esterの 石 油ether溶

液 にaldehyde試 薬 を 加 え て 呈 色 さ せ,之 にmeths

nolを 加 え,次 で 減 圧 蒸 発 させ,改 め てchloroform

を 加 え てchloroform呈 色 液 を 作 り 之 を 試 料 と し,

m esobilinogenのaldehyde反 応 呈 色chloroform

抽 出 液 を 対 照 と し,濾 紙achleicher & schiill 2043

Aを 用 い, methanol,水(1:2)を 展 開 液 と し,室

温21℃ 下 で 一 次 元 上 昇 法 に 依 る 濾 紙chromato

graph法 を 行 つ た が, mesobilinogen dimethyl ester

に 於 てUrobilin IXα のdimethyl esterと 思 わ れ

る 黄 色 斑 がmesobilingenの 夫 れ に 比 し,強 く且 大

き く現 わ れ る の み でRf値 に 差 異 は 認 め られ な か

つ た.そ こ で 更 に 展 開 剤 を 種 々 変 え 対 照 と のRfの

差 異 を 検 討 し た が 遂 に 両 者 の 差 異 を 見 出 す 事 が 出 来

な か つ た.又mesobilinogen dimethyl esterの 調

製 時urobilindimethyl estr IXα の 生 ず る 事 を 恐 れ

慎 重 検 討 し,殆 ん ど そ の 操 作 に 於 て 生 ず る 事 を 認 め

な か つ た に も 拘 ら ずEhrlich氏aldehyde反 応 を

行 う操 作 過 程 に 於 て 対 照 のmesobilinogenよ り も

urobilinを よ り 多 量 に生 じ た 事 か らmesobilinogen

 dimethyl esterはmesobilinogenに 比 し 不 安 定 で

あ る と思 わ れ る 。 この 事 は 既 に 教 室 木 村 がbilirubiu

とbilirubin dimethyl esterに 就 て 認 め た と 同 様 で

あ つ た.

Fig. 8. Absorption Curves of the aldehyde 

Reactants of Mesobilinogendimethy

lester (methanol solution)

Fig. 9 Transferability of Mesobilinogen 

and Mesobilinogendimetylester from 

Petroleum Ether to various Solvents.

Fig. 10. Ehrlich's Aldehyde Reaction in 

various organic Solvents.



648　 桜 井 浩

結 論

尿及 び尿 より調製 したurobilinogen水 溶 液(ster

cobilinogen)並 び に結晶bilirubinをNa-amalgam

で 還 元 して調製 したmesobilirubinogen水 溶 液 及

びそれ らよ り調製 した塩及 びmesobilinogen dime

thyl esterの 各 々 に就 きEhrlich氏aldehyde反

応 呈色液を調製 し,そ の分光化 学的観察 を行 い,次

の結果 を得 た.

1. 主 と してstercobilinogenを 含 むurobilino

gen液 及 びmesobilinogenのEhrlich氏aldehyde

呈 色 液 は何れ もpH 4.2に 於て560 mμ と490に 吸

収 の極 大を示す.

2. 上 記 の呈色液の水素ion濃 度 が4.0以 下 に於

て は, 558mμ と490乃 至492 mμ に2つ の 極大 を

示 し,両 者共pHに 依 る移動 を殆 んど示 さない.

3. 呈色 液のpHが4.2よ り 大 と な るに従 い,

 560mμ の 極大 は556乃 至554mμ と 僅 が 短波長 に

移動す るが, 490mμ の そ れ は506乃 至510mμ 可

成大 き く長波長 に移動 し,更 にalkali性 側 に変化

す ると560mμ の 極大 は 消 夫 し, 490mμ の それ は

逆 に短波長 に移行す る.

4. 溶 媒 を水 に代えmethanolと して測定す ると

何れの場 合もpH 5.4に 於て は吸収の極大は550mμ

及 び490mμ に認め られ る.而 してstercobilinoeen

及 びmesobilinogenのEhrlich氏aldehyde反 応

呈色物質の間 にはpHを 変 じて も差異 は認 あられ

な かつ た.

5. methanol溶 液 中で のurobilinogenのEhr

lich氏aldehyde反 応 呈 色物質 はpHが 酸 性乃至

弱酸性の 場 合, 490mμ の 極 大 は, mesobilinogen

の 夫 れがstercbilinogenの 夫 れよ り1乃 至3mμ 長

波長側 に位 置す る.

6. stercobilinogenのNa, K及 びNHg塩 の

Ehrlich氏aldehyde反 応 呈色物質は三者共 にpH

の 変化 に対 し同 じ極大を示すが,塩 調製の為加え る

苛 性曹達,苛 性 加 里, ammonia量 を 計算量の数倍

として調製 した場合は計算量の夫れを加えた場合及

びetercobilinogen自 体 のEhrich氏aldehyde反

応 呈色物質のpH 1.4～1.0に 於 け る吸収極大より

2mμ 短波長 に移動 し極 大 は556mμ を示 した.之

等の結 果はEhrlich氏aldehyde反 応 試 薬中の塩

酸 に依 るatercobilinogen塩 の 解離 を十分考慮 した

上で判定 しなければ ならない.

7. 尿 よ りstercobilinogenを 調 製 す る際 石 油

ether層 よ り苛 性曹 達に移行 させ る操 作を行つた後

直 ちにEhrlich氏aldehyde反 応 を行 つて吸収の

極大を測定す るとpH 1.6に 於て556 mμ 極 大のみ

認め490mμ 附 近の第2の 極大を認 めなかつた.従

つてurobilinogen調 製 時 乃至操作時酸化 を防げば

490mμ の山 は伴 わない と考 え られ, urobilinogen

のEhrlich氏aldehyde反 応 呈 色 物 質の吸収極大

は560mμ 附 近 の もののみで490mμ 附 近の夫れは

urobilinogenの 酸 化 したurobilinの 吸 収極大 とy

え られ る.

8. mesobilinogen dimethyl esterを 調 製 し,

 Ehrlich氏aldehyde反 応呈色物質の吸 収極大を測

定 す るとpH 3.8に 於 て550及 び488mμ で あつた.

 9. mesobilittogn dimethyl esterの 各 種溶媒に

対す る態度 はbilirubin dimethyl esterと 著 し く異

り, mesobilinogeuよ り酸化に対 し不安定であ る.
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Studies on Urobilinogen

Part 1. Spectrophotometric studies on the coloured substances

of urobilinogen by the Ehrlich's aldehyde reaction
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Hiroshi SAKURAI

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

(Chief• Prof. K. Kosaka)

(Director: Prof. K. Yamaoka, Kyushu University Medical School)

Conclusions

The spectrophotometric studies were made on the coloured solutions prepared by the addi

tion of the Ehrlich's aldehyde reagent into the urobilinogen solution (stercobilinogen) prepared 

from urine and stool, the mesobilirubinogen solution prepared from crystalline bilirubin by 

a reduction with natrium amalgam, and their salt and mesobilinogen dimethylester etc. And 

the results are as follows.

1. Both the urobilinogen solution in which stercobilinogen is mainly included and the 

mesobilinogen solution coloured with the Ehrlich's aldehyde reagent, display the absorption 

maxima at 560 mƒÊ and 490 mƒÊ at the pH 4.2.

2. When the hydrogen ion density of the above coloured solution becomes below 4.0, 

the absorption maxima display at 559 mƒÊ and 490 mƒÊ or 492 mƒÊ. Both of these absorption 

maxima are not moved by the change of pH.

3. In proportion as the pH of the coloured solution becomes high more than 42, the 

absorption maximum at 560 mƒÊ shifts slightly to the short wave length and displays at 

556 mƒÊ or 554 mƒÊ, but the absorption maximum at 490 mƒÊ shifts to the long wave length 

in a relatively prominent degree and displays at 506 mƒÊ or 510 mƒÊ. As the pH of the colou

red solution becomes showing a alkaline reaction, the absorption maximum at 560 mƒÊ disap

pears and the absorption maximum at 490 mƒÊ shows shifting to the opposite direction, the 

short wave length.

4. On the use of methanol, as a solvent, instead of water, both of them display the 

absorption maxima at 550 mƒÊ and 490 mƒÊ at the pH 5.4. And no differences are observed, 

on the change of the pH, between the coloured substances of stercobilinogen and mesobilinogen 

with the Ehrlich's aldehyde reagent.
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5. As for the absorption maximum of mesobilinogen is observed shifting to the long 

wave length for 1 or 3 mƒÊ more than that of stercobilinogen under the acid-and weak acid 

condition of pH.

6. The coloured substances of the sodium-, potassium and ammonium salts of urobili

nogen with the Ehrlich's aldehyde reagent display the same absorption maxima by the change 

of the pH value, but the absorption maximum shifts to the short wave length for 2 mƒÊ on 

the occasion of preparing the salts by adding several times of the computation dosis of caustic 

soda, caustic potash and ammonia more than on the occasion of preparing the salts by adding 

the computation dosis of them or the absorption maximum of the coloured substance of ster

cobilinogen itself with the Ehrlich's aldehyde reagent at the pH 1.4-1.0, and it displays at 

556 mƒÊ.

7. When the Ehrlich's aldehyde reaction is obtained immediately after the process 

being moved into caustic soda from the petroleum ether stratum on the preparation of ster

cobilinogen from stool, the absorption maximum displays only at 556 mƒÊ at the pH 1.6 without 

showing the absorption maximum around 490 mƒÊ. Therefore, it is thought that the absorption 

maximum at 420 mƒÊ is not coexisted with the absorption maximum around 560 mƒÊ when the 

oxidation is prevented on the preparation of urobilinogen or during it's process, and that the 

absorption maximum of the coloured substance with the Ehrlich's aldehyde reaction displays 

only one around 560 mƒÊ and the absorption maximum around 420 mƒÊ belongs to that of the 

urobilin oxygenated from urobilinogen.8

. The coloured substance of mesobilinogen dimethylester with the Ehrlich's aldehyde 

reagent displays the absorption maxima at 550 mƒÊ and 498 mƒÊ at the pH 3. 8.

9. The attitude of mesobilinogen dimethylester to various solvents is markedly different 

from that of bilirubin dimethylester, and mesobilinogen dimethylester is more unstable to an 

oxidation than mesobilinogen.


