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緒 言

生 体 内urobilinogenの 大 部 分 はstercobilinogen

で あ ろが,一 部mesobilinogenの 混 在 がBaumgar

tel, Tr, stick, H., Watson, C. J,等 に 依 り 証 明

され て い る.彼 等 の 検 出 法 と し て 採 用 し た 方 法 は

mesobiliviolin反 応(Fischer, H.), Pentdyopent

反 応(stich, w.),施 光 性 の 有 無 等 で あ る.従 つ て

stercobilinogenとmesobilinogenを 分 劃 分 離 す ろ

こ と は,之 等 の 方 法 で は 不 可 能 で あ つ た. Gohr,

 H. & Heinen, W.及 びstick, W. & kehl, X.

等 はchromatograph法 を 応 用 し,両 者 を 分 離 し よ

う と試 み た が,そ の 化 学 的 不 安 定 性 の 政 か,目 的 を

達 す る に 至 ら な か つ た.

著 者 は 之 等urobiiinogenのEhrlich氏aldehyde

反 応 呈 色 物 質 のchromatograph法 に 依 る 分 離 を 試

み た 結 果,両 者 の 分 離 に 成 功 す る と 共 に, Ehrlich

氏aldehyde反 応 呈 色 物 質 に 混 在 す るUrobilinの

分 離 に も成 功 し た の で,報 告 す る,

実 験 方 法

1. 実 験 材 料

1. 1.尿 よ り のurobilinogen調 製 法

尿 よ り のurobilinogen溶 液 の 調 製 は,前 篇 と 同

様, Ehrlich氏aldhyde反 応 強 陽 性, Gmelin反 応

陰 性 の 尿 を 用 い,先 づ 氷 酷 を 加 え てpH3乃 至4

と な し,同 量 のetherを 加 え,よ 振 盪 し, ether層

を 分 離 し た 後 水 洗 を2, 3回 繰 返 し た 後, ether抽

出 液 を 減 圧 濃 縮 し,約1cc以 下 と な し た も の,及

び こ のether抽 出 層 に 更 に1/3容 量 乃 至 等 量 に

N/10苛 性 曹 達 を 加 え よ く振 盪 し, ether層 を 除 去

した後urobilinogenを 移 行 させ改めて氷醋を加え

て酸性 とな し,再 びetherを 加 え て 抽出 した もの

を前同様減圧濃縮 した も の をurobilinogen溶 液 と

した.但 し之等 のurobilinogen溶 液 とした.但 し

之等のurobilinogen溶 液 中 に はurobilinogen以

外 に佐野3)の 云 う尿 中Ehrlich氏aldehyde反 応

陽性物質 の含有 され ろ恐れがあ るので,両 液に就 き

paperchromatographyに 依 を 検討を行 い純度の検

討を行つ た,両 溶液を便宜上前液,後 液と呼称 した,

濾紙 はschleicher & scha11に2043Aを 用 いpaper

chromatography法 は後述の方法 に依つ た.先 づ濾

紙端 より4cmの 所1に点状 に試料 を附着 させ, 1N-A

 mmonia飽 和bntano1を 展 開 液 と して室温下 一次

元上昇法 に依 り約17cm展 開 させ,展 開 後乾燥 し

た後Ehrlich氏aldehyde試 薬 を 噴 霧す ると,前

液 では図1の 如 くRf 0.08よ り0.47に 至 る約7種

の多彩な発色斑 を認 めた,図 中A, D及 びGは 帯青

茶褐色, Bは 茶 褐色Cは 青紫色, Eは 青 藍色, F

は卵 黄色であつ た.次 に 同 様 に 展 開 し た 濾 紙 に

Ninhydrin5) 6)及 びmillon試 薬 を 噴 霧す ると図中

(2),(3)の 如 く多数 の発色斑を認めた.図(2)のA及 び

Cは 橙 色, Bは 赤色 にて前者 にdopa或 はoxytry

ptophan, Bはtyrosinと 思 わ れ る.更 に 一 級

amine基 の検 出法 た るZenphel反 応 を行 うとRf

 0.18に 黒 斑 を認 めlysin或 はtaurinか と思 われ

る.又 含硫amino酸 の検 出法 としてFeigl氏 反 応

を行 うと, 2ヶ の 日斑を認めた.斯 くし て 前 液 中

には尿 中amino酸 が 多 数 証 明 さ れ, Ehrlich氏

aldehyde反 応 陽性 物 質 も2, 3に 止 まらない事を

知 りえた.佐 野3)は 尿 中aldehyde反 応 呈色物質26

種 を報告 し,そ れ が 殆 ん どIndikan及 びindika-
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noidenで あ る事 を明 らかに して い る.そ うす ると

前液 はurobilinogen液 と して本実験 に使用す る事

は不適当であ る,次 に後液 に就 き前同様の実験 を行

つてみ ると, urobilinogen以 外 は 全 く発色す る物

質 を証明 し得なかつた.即 ち,尿 中 よりurobilino

gen液 調 製 に当つ て は,以 後urobiHnogen苛 性曹

達 水 溶 液 層を再び氷醋を加て え酸性 とな し, ether

にて 再抽出を行 い,之 を苛性曹達水溶液 に移行 させ

中性 とな したものを調製液 として使用 した,

Fig. 1. Paperchromatogramms of Ether Extracts of Urine.

Developing Solution: N-NH4OH saturated Butanol 

Paper: Schleicher & Schiill 2043A. Temperature: 20•Ž

1. 2尿 よ りのurobiliogen溶 液 調 製 法

前 篇 と 同 様 に 調 製 し た,こ の 際 本 液 の 精 度 を 知 る

為, 1.1と 同 様 にpaperchromatographyに 依 る検

討 を 行 つ た が, amino酸 の 検 出 は 行 い え な か つ た.

1. 3.結 晶biliubinよ り のurobilinogen溶

液 調 製 法

前 篇 に 同 じ.

1. 4. Ehrlih氏aldehyde試 薬 調 製 法

前 篇 に 同 じ.

2. 主 要 な る定 性 反 応

2. 1. urobilin定 性 法 前 篇 に 同 じ.

2. 2. Indole反 応

前 篇 に 同 じ.

3.chromatograph6) 7)法

3. 1. Paperchromatograph法

直径7cm長 さ30cmの 硝 子 円筒 に刻み目の入

つ たNo. 6の ゴ ム栓を施 して展 開装 置となし,濾 紙

は独echleicher&schull2043Aを 用 い,原 点 は濾

紙端 より4cmと した.試 料 の附着量 は,そ の濃度

により一定 しないが,通 帯0.05乃 至0.1ccを 中心

に点状 に附着せ しめた.展 開実験は,常 温(16℃ ～

23℃)に 於 て 一 次 元 上 昇 法 に 依 り,原 点 より約

17cm展 開 した.

3. 2. Column chramaxpgraph4)法

直 径3cm,長 さ350m,一 端 が細 く括栓を附 した

硝子円筒 に硝子綿少量 をN/10塩 酸 にて処理 し,そ

の十分水洗 しよ く乾燥 したものを詰 め.そ の上に東

洋濾紙製粉末濾紙14gに 約3Ccの 水 を加えてよ く

潤 したものを少量宛円筒 内に固 く詰め る.他 方uro

bilinogen調 製液 にaldehyde試 薬 を加え反応 させ

ehloroformを 加 えて呈 色 物 質 をchloroform層 に

移行 させ約2cc程 度 に迄減 圧濃縮 し,之 に粉 末 濾

紙1gを 加えて十分吸着 させ.再 び減圧蒸発 させて

十分乾燥させ た後.約0.3ccの 水 を加 え て均等 に

湿 したものを試料 として上記粉末濾紙注 の上 に同様

固 く詰め る.更 にその上部 に粉末濾紙1gに 水0.3cc

加 え たものを固 く詰めchromato柱 を完成 した.斯

くして作製 したchromato柱 の 上部 に展 開剤 と して,

 methano1.水(1:2)を 加 え て 吸 引す る事 な く展
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開する.

3. 3.水 素ion濃 度測定法

水素ion濃 度測定には.東 洋濾 紙pH試 験紙並

びに島津製GU-1型 硝子電 極pHmeterを 使用し

た.

4. 被検液の吸光係数曲線抽写法

吸光係数曲線に米 国Beckman製DK型 自記 光

電分光光度計を用いて抽いた.測 定波長は可視部を

用い.対 照には被検液の溶媒即ち展開液を用いた.

Fig. 2. Paperchromatogramms of the Aidehyde Reactants of Urobilinogen.

Methanol+H2O (1.2) Methannl+Ammonia+H2O (76:4:20)

S.: Stercobilinogen S•Œ: Glacial acetic acid tre ated Stercobilinogen

m. Mesobilinogen, m•Œ: Glacial acetic acid treated Mesobilinogen

実 験 成 績 並 び に 考 按

1. UrobilinogenのEhrlich氏aldehyde反

応 呈色物質のpaperchromatogrophy

尿 よ り調製 した濃度4.1mg%のurobilinogen溶

液20ccに. aldehyde試 薬2ccを 加 えて呈色 させ.

同 量のchloroformを 加 えて振盪す ると.呈 色物 は

chloroform層 に 移 行 す る.此 のchloroform抽 出

液を約1cc程 度 迄 減 圧濃縮 して試料 と し.対 照 と

して結 晶bilirubin 10mgよ り 調 製 したmeaobili

nogenを 同 様処理 した ものを用 いた.先 づ蒸 溜水の

みを展 開剤 と して用 いた場合はRf 0.35乃 至0.40

に赤 紫色斑. Rf 0.68乃 至0.82に 黄 色斑が認め ら

れ. schlesinger氏 試 薬 に浸す と黄色斑は緑色の螢

光を発 した. 仍 て 赤 紫 斑 はurobilinogen,.黄 色 斑

はusobilinと 思 われ るが. tailingが 大 で両者の分

離は必ず しも良好でなかつた.次 に展開剤 として各

種 の有機溶媒を単独 に用 いて展開 したが. Benzo1.

 Toluo1. Butanol, cyclohexan及 びchloroformで

は 原点1に止 まり.殆 んど移動 しな か つ た. Gohr,

 H.1)は, biliubinの 如 く中央位 にmethylen基 を

有す る胆汁 色 素 はchloroformで 移 動 し, urobilia

の 如 く中央位にmethin基 を有す る胆汁色素は移動

しな い と述 べ て い るが.山 岡 ・中 川 等 に依 ると

urobilinogenのaldehyde反 応 呈色物は中央位me

thylen基 に 於 てp-dimethylamino benz aldehyde

の 塩酸塩が 添加 したものであ ると考え られて い るか

ら.移 動 しなかつ たもの と思 われ る.又chloroform.

氷 醋(2:1)及 びchloroform, roetharol,塩 酸

(4:2:1)又, butanol,氷 酷,水(4:1:5)等 の

酸性展開剤 を用 いた場合は殆 んど尖端に移動 し,而

もtailingが 著 明で両者 の分離 は不良であつ た.次

に, lutidiu, collidin,水(1:1:1), pyridin,

 butanol,水(1:1:2)等 のpyridin誘 導 体 を 用

いたalkali性 展 開剤の場合は特有 な赤色斑が槌色

し後に塩酸 を加えて も復色せず,又achlesinger試

薬 に浸 して も螢光 は認め られず,濾 紙 上にて何等 の

化学反応の進行が考 えられ,展 開剤 としては不適 当

と認めた.更 にethanol,水(1:2), propanol,,水

(1:2)に て 展開す る とRf 0.62乃 至0.74に 赤 紫

色斑が, Rf 0.80乃 至0.88に 黄 色斑が認め られ る

が,分 離 は不良であつ た, methanol,水(1:2)に

於 ては図2の 如 くRf 0.59に 赤 紫色斑, Rf 0.76に
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黄色斑を認め,分 離は良好 で あつ た.又Gohr1)の

如 くcyeloheaan, methanol, chloroform(0.5:

0.1:1.8)に て 展開を行つたが,濾 紙の相 違か らか

尖端 に移動 し分離は不 良であつ た.次 にmethanol,

 ammonia,水(76:4:20)に て 展 開 した場合 は図

2の 如 くRf 0.68に 燈 黄色斑, Rf 0.82に 赤 色 斑

を認め た,次 に濾紙 を予め氷酷蒸気 中に貯えて氷酷

を固定相 としたものを用 い る とatercolilinogenの

aldehy呈 色物質 でRf 0.55に 球 状に固まつ た澄黄

色斑を, Rf 0.78に 赤 紫色斑を認 めた.他 方meso

bilinogenの 夫 れではRf 0.48に 燈 黄 色 斑を, Rf

 0.69に 赤 紫色斑を生 じ た.斯 くてatercobiliaogea

とmesobilinogen夫 々 のEhrlich氏aldehyde呈

色 物質の間にはRf値 上差異が認め られた.更 に両

者 に就 きmetano1, butan,1, ammonia(2:2:1)

を展 開剤 として検討す ると図3の 如 く両者共Rf 0.85

Fig. 3. Paperchromatogramms of the Aldehyde Reactants of Urobilinogen

S.: Stercobilinogen S•Œ.: glacial acetic acid treated Stercobilinogen 

m.: Mesobilinogen m•Œ: glacial acetic acid treated Mesobilinogen

に 赤 紫 色 斑 を 認 め た が, stercobilinと 思 わ れ る橙

黄 色 斑 は0.61に, urobilin IXに はRf 0.42に 認

め ら れ た.又 水 酸 酸 処 理 の 櫨 紙 を 用 い た 場 合 は

etercobilinognのaldehyde呈 色 物 質 と思 わ れ る斑

はRf 0.81に, meeobilinogenの 夫 れ と 思 わ れ る

斑 は0.64に,又etercobilinは0.48に,urobilin

 I Xに は0.311に 認 め ら れ,相 互 に 可 成 り著 明 な 差 異 を

示 し た. metanol, butano1, ammonia(12:1)

を 用 い る と 両 者 に 有 意 の 差 を 認 め ら れ ず, 28%

ammonia, butanol(4:96), N-ammouia飽 和bu

tanol, 10% ammonia飽 和butanol及 びbutanol,

 propanol, ammonia (2: 2: 1)を 用 い る と 図4, 5

1に見 ら れ る 如 くurobilinogenのaldehyde反 応 呈

色 物 質 とurobilinと の 分 離 は 良 好 で あ るが, eteco

bilinogen, mesobilinogonの 夫 々 のaldehyde反 応

呈 色 物 質 の 間 に は 差 異 は 認 め ら れ な か つ た.尚 上 記

展開剤を用 いた場 合の 各 々 に 就 て はurobilinogen

とurobilin以 外 の発色 に認めなかつた.尚 試みに,

 Indol 2mg%水 溶 液100 ccにaldehyde試 薬10cc

を加 えて呈色 させ,同 様chloroform 忙て 抽 出し減圧

濃縮 したものを試料 とし,上 記 と同一展開液を用い

て行つ た. paperchromatogrammで は, urobilinogen

のaldehyde反 応 呈色物質 と全 く異 り, methanol,

水(1:2)を 用 い ると原点附近か ら移動せず, 10％ 

ammonia飽 和butanolに 於 ては逆1に尖端に移動 し,

従 つて若 しindolの 混 在があれば上記のpaperchro

matography に依 り識別は容 易に可能であ ると云え

る.以 上の実験結 果 を 標 め, urobilinogenとuro

bilinの 分 離の良好 な展開 剤とRf値 を表 に してみ

ると図6の 如 くな る,即 ちmethano1. ammonia.

水(76:4.20)及 びmethanol. butanol, ammonia

(2:2 1)及 び10% ammonia飽 和butno1を 展 開
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剤 と して 用い氷 酷酸を固定 相 と し たpaperchroma

tograpbで は.　etercobilinとurobilin IXα との間

にRfと の間にRf値 に可 成 りの差異が認め られ

た.尚 この場合氷酷を固定相 とした濾紙 にammonia

を 含む溶媒を用いて展開す るのは些 か問題があ る様

に考え られるが.展 開途中に濾 紙 上 で 酸 とalkali

との種 々の平衝が起 り.分 配の差が 強 くつわれ復雑

な配 位をとるに至 るものと思わ れる.尚 この際展開

後風乾 してammoniaを 蒸発させると,何 れも復色

す る所から,濾 紙上では特に問題とすべき化学変化

は起らず,十 分目的を達 しうるものと思われる.

Fig. 4. PaperchromatogtiLtnms of the Aldehyde Reactants of Urobilinogen

28% Ammonia+Butanol (4:96) N-NH4OH saturated Butanol

S.: Stercobilinogen S•Œ. glacial acetic acid treated Stercobiliinogen

m.: Mesobilinogen m•Œ. glacial acetic acid treaeed Mesobilinogen

Pig. 5. Paperchromatogramms of the Aldehyde Reactants of Urobilinogen

10% NH4OH saturated Butanol Butanol+Propanol+NH4OH (2:2:1)

S.: Stercobilenogen S•Œ. glacial acetic acid treated Stercobilinogen

m.: Mesobilinogen m•Œ.: glacial acetic acid treated Mesobilinogen

2. urobilinogen Ehrlich氏aldehyde反 応 呈

色 物 質 のColumn Chromatography

尿 よ り 調 製 し たstercobilinogen調 製 液 に1/10

容 のaldehyde試 薬 を 加 え 呈 色 させ た 後 、 粉 未 濾 紙

に 依 るcolumn chromatographyを 行 つ た,展 開 液
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Fig. 6. Rf Values of theUrobilinogen Reactants.

は, methanol,水(1:2)を 用 い た.そ の 結 果,

図7の 如 く徐々に黄色帯 と赤色帯の二層に分離 を始

め,黄 色 帯は比較的速 かに移動す るが,赤 色帯は可

成緩除に移動する.そ の際この二つの着色帯の中間

で,黄 色帯に近く帯青黄色の分別帯が分劃 される.

之等を自然流下を待つて,個 々に試験管に採取 し,

Fig. 7. Column Chromatogramm of the Aldehyde Reactants of Stercobilinogen

Column: Cellulose Powder column 

Developing Solution. Methanol-H2O (1:2)

展 開剤 と同一のmethanol,水(1:2)を 対 照 と し

て吸 光曲線を描 いてみ ると,図8の 示す如 く,最 初

に流下す る黄色帯 は図 中1.の 如 く490mμ に単一

な極 大を有す る曲線が得 られ,之 に等 量 のschle

singer試 薬 を 加 え ると緑色の強い螢光 を発す るの

でatercobilnと 考 え ら れ る.次 に流下す る帯青黄

色帯 は図 中2.の 如 く558mμ 及 び490mμ に 極

大を有す る二峯性 の曲線を示 し他に 曲線 の山 を認め

ず, Schleoinger試 薬 に依 り緑色の螢光を発す ると

ころか らstercobilinにatercobilinogeのaldchyde

反 応 呈色物質が混存 してい るもの と考え られ る.最

後に流下す る走紫色帯 は図 中3.の 如 く600mμ 附

近よ り急激に上昇 し558mμ に単一な 極大を有 する

曲線 を示 し,左 右対称 的 で, ueobilinogenのaide

hyde反 応 呈 色 物 質 の 吸 光曲線に屡 々認め られ る

490mμ 附 近の山は認め られな か つ た.即 ち,粉 末

濾紙 の吸 着住と し, methanol,水(1:2)を 展 開剤

と し, urobilinogen(こ の 際はetercobilinogen)の

aldehyde反 応呈色物質のColumn chromatograpby

を行 つて み る とurobilinogenのaldehyde反 応 呈

色物質 とそれに混合す るurobilinと の 分 離を行 う

事が 出来 た,尚 展開 剤 にpaperchronatographyの

場 合用いたammoniaを 含 む展開剤 を用い る.と赤紫

色帯 に胆色 したま ゝで復色せず不適当であつ た.以
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上 に 依 り既に第 一篇 で 認 め た 如 くUTobilinogen

のaldehyde反 応 呈色物質 にはurobilinの 混在 を屡

々認 め,そ の吸光曲線作成時には注意が必要であ ろ

ことが云え る.

Fig. 8. Absorption Curves of the Aldehyde 

Reactants in Each separated Zone on 

the Column of Cellulose Power.

pH max Wave length

1) 6.2 490 mƒÊ

2) 6.0 558 
490

3) 5.8 557

結 論

生 体 内urobilinogenの 大 部 分 を 占 め るstercao

bilinogenと,一 部 の 存 在 が 考 え ら れ るmeaobilino

genと を 分 離 す る方 法 と して そ のaldehyde反 応 呈

色 物 に 就 きpaperchromatographyに 依 り区 別 す る

事 を 試 み る と 共 に, urobilinogenのaldehyde反 応

呈 色 物 質 中 に 混 在 す るurobilinを 粉 未cellulose

を 用 い たcolumn chromatographyに 依 り分 劃 す る

事 を 試 み 以 下 の 如 き 成 績 を 得 た.

1. methanol,水(1: 2), methanol, butanol,

 butanol ammonia(1: 2: 1), 28% ammonia, but

anol (4: 96), N-ammonia飽 和 ・butanol, 10%

 ammonia飽 和butanol及 びbutanol, propanol,

 ammonia (2: 2: 1)等 を 展 開 剤 と し, paperchro

matogaphyを 行 う と, urobilinogenのaldehyd呈 色

物 質 とurobilinの 分 離 は 良 好 で あ る が, stercobili

nogenとmesobilinogenの 夫 々 のaldehyde反 応

呈 色 物 質 間 に は 分 離 は 不 能 で あ つ た.

2. 氷 酷 酸 を 固 定 相 と して 濾 紙 に て, methanol,

 butano1, ammouia,水(76: 4: 20)及 びmethanol,

 butanol, ammonia(2: 2: 1)を 用 い て 展 開 す る と

stecobilinogenのaldehyde反 応 呈 色 物 質 とmeso

bilinogenの 失 れ と はRf値 に 於 て 前 者 の0.81に 対

し,後 者 は0.64を 示 し明 瞭 に 分 劃 出来 る。

3. methanonia,水(76: 4: 20)及 びmethanol,

 butano1, butano1, ammouia(2: 2: 1)を 展 開 剤

と して 用 い たpaperchromatographpで はaterco

bilinとurobiiin IXα と の 分 劃 も容 易 で あ つ た 。

4. 粉 未celluloseを 吸 着 柱 と し たcolumnchro

matograpyで はmethanol,水(1: 2)を 展 開 剤 と

す れ でurobilinogenのaldehyde反 応 呈 色 物 と そ

の 中 に 混 在 す るurobilinと を 分 離 出 来 る 。 斯 くて

urobilinognのEhrlich氏aldehyde反 応 呈 色 物 質

の 吸 光 曲 線 は558n,ｵに 極 大 を 有 す る単 一 曲 線 で,

操 作 中 に 混 在 す るurobilinと は 厳 に 区 別 しな け れ

ば な ら な い.
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Conclusions

The paper chromatography was attempted for the separation of stercobilinogen, predomin

ating in urobilinogen of living body, and mesobilinogen, being supposed to partly exist in 

vivo, on the coloured substances of them by the addition of the Ehrlich's aldehyde reagent, 

and the columnchromatography with the column of a cellulose powder was also attempted 

for the separation of the urobilin coexisting in the coloured substances of urobilinogen by 

the addition of the Ehrlich's aldehyde reagent. And the results are as follows.

1. The coloured substance of urobilinogen and urobilin are definitely separated, but the 

separation between the coloured substances of stercobilinogen and mesobilinogen by the addi

tion of the Ehrlich's aldehyde reagent is impossible, by the paper chromatography with the 

developing solvents of a methanol and water mixture (1. 2), a methanol, butanol and ammouia 

mixture (1: 2: 1), a 28% amonia and butanol mixture (4: 96), N-Ammonia-condensed butanol, 

10% Ammoniacondensed butanol, and a butanol, and a butanol, propanol and ammonia mixture 

(2: 2: 1) etc.

2. The coloured substances of stercobilinogen and mesobilinogen with the Ehrlich'c alde

hyde reagent display the Rf 0,81 and 0. 64 respectively and are definitely separated, on the 

use of the paper with the stationary phase made with glacial acetic acid and, with the 

developing solvents of a methanol, ammonia and water mixture (76: 4: 20) and a methanol, 

butanol and ammonia mixture (2: 2: 1).

3. The separation of stercobilin and urobilin IX ƒ¿ are easily obtained by the paper 

chromatography with the developing solvents of a methanol, ammonia and water mixture 

(76: 4: 20), and a methanol, butanol and ammonia mixture (2: 2: 1).

4. The coloured substances of urobilinogen with the Ehrlich's aldehyde reagent and 

urobilin in them can be separated by the column chromatography with the column of cellulose 

powder and the developing solvent of a methanol and water mixture (1: 2). Therefore, as the 

absorption curve of the coloured substance with the Ehrlich's aldehyde reagent displays 

having only one absorption maximum at 558 mƒÊ, it must he definitely distinguished from the 

urobilin which becomes coexisted during the process.


