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腸管 内bilirubinの 還元 過程 に関す る研 究

第2編

抗 生 剤 内 服患 者 の尿濾 液 を 以て す るbilirubin1の 還元 につ い て

岡山大学医学部第一内科教室(主 任:小 坂淳夫教授)

今 井 春 路 郎

〔昭和34年9月23日 受稿〕

緒 言

Urobilinogenが 腸 内細 菌 叢 に よ りbilirubinよ

り生成 され る こ とはFr. V. Muller以 来 多 くの研 究

者 に よつ て 確 認 され て お り,就 中 これ らの 研 究 を試 験

管 内 実験 に よ り確 認 しよ うとす る試 み はH. Kamm

erer & K. Miller, H. Kleinschmidt, T. Baum

gartel.教 室 野 呂,重 井 らに よ つ て な さ れ て い る.

著 者 は第1編 に お い て 抗 生剤 服 用 中の 患 者 の 尿 を

column chromatographyに よ り分 析 し, bilirub

in, dihydrobilirubin, mesobilirubin, dihydro-

mesobilirubin, urobilin 等 を分離 証 明 し,腸 内

urobilinogenの 生 成 は 腸 内 細 菌 叢 に よ りbilirubin

よ り恰 も試 験 管 内 でbilirubinを 膠 状palladium

に よ り還 元 してmesobilirubinogenを 生 成 す る と

同 一の 過 程 を通 じ行 わ れ るも の と考 え た.

そ こで この 考察 を 明確 に す るた め,実 験 を試 験 管 内

に 移 し, bilirubinの 還 元 過 程 を追 及 した 結 果,興 味

あ る所 見 を え たの で報 告 す る.

実 験 材 料 並 に 実 験 方 法

1.　実 験 材 料

1.1. 尿 濾 液 の 調 製

抗 生 剤 服 用 患 者 の尿 を滅 菌 しシャ ー レに採 取 し,糞

塊 中 央 部 よ り10白 金耳 の糞 を採 り,滅 菌 生 理 的 食塩 水

10ccに 混 和 し,十 分 撹 押 後 滅 菌 ガ ー ゼ に て濾 過 した

もの を使 用 した.

1.2. 燐 酸 塩pepton水 調 製

Pepton 10g, KH2PO4 0.3g. NaHPO4 6.5

g,蒸 溜 水750cc,以 上100℃30分 間 滅 菌. pH 7.8

に 修正 して 濾 過,濾 液 を15cc 宛試 験 管 に分 注 し,

100℃30分 間2日 に わ た り間 欲 滅 菌 した も の を使 用 し

た.

 1. 3. 2.0%滅 菌 葡 萄 塘水 溶 液 調 製

2.0%葡 萄 槍液 を100℃10分 間 滅菌 直 ち に冷 却 す.

1.4. 結 晶bilirubinのnatrium塩 液 調 整

Merk製 結 晶bilirubin 25mgを 滅 菌N/20苛 性

ソ ー ダ20ccに 溶 解 させ た後,蒸 溜 水 を加 え て100cc

と し,滅 菌N/10塩 酸 に てpH 7.6に 修 正 し,100℃

10分 間 滅 菌 し.直 ち に冷 却 して 使 用 した.

2.　 実 験 方 法

2.1. bilirubinに 尿 濾 液 を作 用 させ て 嫌 気 性 条 件

下 に培 養 す る場 合.

減 菌 燐 酸 塩pepon水15ccに2.0%滅 菌 葡 萄 糖 水

溶 液1ccを 加 え, 100℃10分 間 滅 菌 し,直 ち に 冷 却

した もの に,滅 菌bilirubin natrium塩 溶 液2.Occ,

滅 菌 蒸溜 水1.8cc,尿 濾 液0.2ccを 加 え,全 量20cc

と し,之 に約lcmの 厚 さ に滅 菌 流 動paraffinを

重 層 し,綿 栓 間 に 鉛 塘 紙 を捜 み.嫌 気培 養 槽 に お さめ

た.培 養 槽 は 吸 引 ポ ン プ で充 分 排 気 した後, Kippeの

装置 に よ り発 生 させ た 水 素 ガ ス に て充 満 させ,残 存 酸

素 ガ ス は予 め 培 養 槽 に お さめ て あ る焦 性 没 食子 酸2g

を10%苛 性 カ リ20ccに 溶 解 した液 で 吸 収 さ せ,37

℃ 遮 光 裡 に 培 養 した
.

2.2. bilirubinに 尿 嫌 気性 培 養 液 を作 用 させ て嫌

気 性 条 件 下 に培 養 す る場 合.

尿 濾 液0.2ccを 燐 酸 塩pepton水15ccに 加 え,

上 記 と同様 の 嫌 気性 培 養 を行 い, 24時 間 後,そ の 培 養

液0.2ccを2. 1.の 尿 濾 液 に代 え て 同様 嫌 気 性 培 養 を

行 つ た.

2.3. 培 養 液 中のbilirubinoide分 劃 の 分離 法

 第1編 の 尿 中bilirubinoide分 劃 分 離 法 と同様 の

column chromatographyを 行 つ た.
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表1 bilirubinに 尿濾液を作用させ嫌気性

条件下に培養した培養液の分析

表2 bitirubinに 尿嫌気性培養液を作用させて

嫌気性条件下に培養した培養液の分析

実 験 成 績

1. bllIrubnに 尿濾 液 を 作 用 させ て 嫌 気 性 条 件 下

   に培 養 す る場 合

1.1. 12時 間 培 養液 に つ い て

イ)　Chloroform分 劃 部 で は 濃 黄 褐 色 の 先 行 部 に 境

界 不 明 瞭 な 淡 黄 色 部 が続 い た.前 者 吸 収 の極 大 は450

mμ,後 者 は430mμ で あ つ た.そ の 定 性 反 応 では450

mμ に 吸 収 極 大 を有 す る もの はEhrlich氏diazo反

応(以 下D. R.と 略)間 接 反 応 陽 性, Gmelin反 応

(以 下G. R.と 略)陽 性, Ehrlich氏aldehyde反

応(以 下A. R.と 略)陰 性, Schlesinger螢 光 反 応

(以 下S. R.と 略)陰 性,430mμ に 吸収 極 大 を もつ

も の はD. R.直 接 反 応 陽 性, G. R.陰 性. A. R.陰

性, S. R.陰 性 で 前者 は 間 接bilirubin.後 者 は 直

接bilirubinで あ つ た.

ロ)　Acetic-ether分 劃 部 は 淡 黄 色 で 吸 収 の 極 大 は

430mpで 小 な る吸 収 の 極 大410mμ もあ つ た.そ の

定 性 反 応 はD. R.直 接 反 応 陽 性, G. R.陽 性, A. R.

陰 性, S. R.陰 性 で 直 接bilirubinで あ る.

ハ)　Metanol分 劃 部 は 淡 黄 色 で吸 収 の 極 大 を425

mμ に もつ 単 一 曲線 で.定 性反 応 で はD. R.間 接反 応

陽 性, G. R.陽 性, A. R.陰 性, S. R.陰 性 でmes

obilirubinと 考 え られ る.

1.2. 24時 間培 養液 に つ い て

イ)　Chloroforms分 劃 部 は12時 間 と同様 間 接並 に

直 接bilirubinで あ つ た.

ロ)　Acetic-ether分 劃 部 は 淡 黄 色 で425mμ に吸

収 の極 大 あ り, D. R.間 接 反 応 陽 性, G. R.陰 性,

 A. R.陰 性. S. R.陰 性 でmesobilirubinで あつ た

ハ)　Methanol分 劃 部 は淡 黄 色 で, 410mμ に吸収

の極 大 が あ り, 425mμ の 部 に 小 な る吸 収 の極 大あ り,

D.R.疑 陽 性, A. R.陰 性, S. R.陰 性 でmesobi

lirnbin及 び 不 明物 質 の 混 入 が み られ た.

1.3. 36時 間 培 養 液 につ い て

イ)　Chloroform分 劃 部 は24時 間 培 養 の もの とほぼ

同様 で あ つ た.

ロ)　Acetic-ether分 劃 部 も24時 間 の もの と同様.
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表3 各 疾 患 時 の 尿 の 分 析

ハ)　Methano1分 劃 部 は淡 黄 色 で415mμ に吸 収 の

極 大が あ り,他 に425mμ の 部 に小 な る吸 収 の 山 を認

め その 定 性反 応 はD. R.直 接反 応僅 か に陽 性. G. R.

赤 色調 陽 性, A. R.陰 性, S. R.陰 性 でdihydrom.

 esobilirubinを 主 成 分 と考 え た.

1.4. 48時 間 培 養液 に つ い て

イ)　Chloroform分 劃 部 で は先 行 す る黄 褐 色 部 と之

と境 界不 明瞭 な淡 黄 色 部 が あ り.前 者 は450mμ に 吸 収

極 大 を もちD. R.間 接 反 応 陽 性. G. R.陽 性, A. R.

陰 性, S. R.陰 性 で間 接bilirubin,後 者 は425mｵ

に 吸 収極 大 を も ち, D. R.間 接反 応 陽性, G. R.陽 性,

 A. R.陰 性, S. R.陰 性 でmesobilirubinで あ っ

た.

ロ)　Acetic.ether分 劃 部 は 淡 黄 色 で415mμ に 吸

収 の極 大 あ り, D. R.直 接 反 応 陽 性, G. R.赤 色調 陽

性, A, R.は 長 時 間 後 陽 性, S. R.陰 性 でdihydro

megobilirubinで あ つ た.

ハ)　Methanol分 劃 部 は 黄 褐 色 で 吸 収 の極 大 は490

mμ, D. R.陰 性, G. R.陰 性. A. R.陰 性, S. R.は

緑 色 の 螢 光 を示 し,そ の 亜 鉛 錯 塩 は506mｵに 極 大 を

示 し. urobilin IX,α 又 はstercobilinで あ る と考

え る.

1.5. 72時 間 培 養液 に つ い て

イ)　Chloroform 分劃 部 は黄 褐 色 で 吸収 の 極 大 は

490mｵ及425mμ に認 め たが その 定 性 反 応 はD.R.

陰 法.G.R.陰 性, A.R.陰 性, S.R.陰 性.

ロ)　Acetic-ether分 劃 部 は 淡 黄 褐 色 で小 な る吸収

の極 大 が490mμ に あ つ た が定 性 反 応 は す べ て 陰 性 で

あつ た.

ハ)　Methanol分 劃 部 は 褐 色 で ,吸 収 の 極 大 は, 490

mμ, D. R.陰 性. G. R.陰 性. A. R.陰 性, S. R.は

緑 色 の 螢 光 を示 しその 亜 鉛 錯 塩 は506mμ に極 大 を有

し, urobilin IX,α 又 はstercobilinで あ ると考

え られ る.

2.　 blI門unに 尿 嫌 気 性to養 液 を作 用 さ せ て撤 気

   性 条 件 下 に 焙 養 す る場 合

2.1. 12時 間 培 養液 に つ い て

イ)　Chloroform 分 劃 部 で は 濃 黄 褐 色 の 先 行 部 に

境 界不 明 確 な 淡 黄 色 部 が続 い た.前 者 の 吸 収 極 大 は

450mμ,後 者 は430mμ そ の 定性 反 応 は 前 者 で はD.R.

間接 反 応 陽性, G. R.陽 性, A. R., S. R.陰 性 で間

接bilirubin,後 者 はD. R.直 接反 応陽 性, G. R.陽

性, A. R.陰 性 で 直接bilirubinで あつ た.

ロ)　Acetic-ether分 劃 部 で は415mμ に吸 収 極 大 を

もち.他 に430mμ に 小 さい 吸 収 極 大 を示 した. D. R.

直接 反 応 陽 性, G. R.は 赤 色 調 を示 し, A. R.は 長 時

間 観 察 で 陽性 を示 し, S. R.陰 性 で ，主 と してdilly

dromesobilirubinを,一 部 は 直 接bilirubinの 混

入 が 考 え られ る.

ハ)　Methanol分 劃 部 は 淡 黄 色 で , 435mｵに 吸 収
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極 大 を も ち,他 に 425mμ に 小 さい 吸 収 の 山 を 認 め

る.定 性 反 応 ではD. R.直 接 反 応 を軽 度 に認 め るが,

色 素 が 稀 薄 な ため か, G. R., A. R., S. R.等 は 証

明 出 来 な か つ た.

2.2. 24時 間 培 養 液 につ い て

イ)　Chloroform分 劃 部 は濃 黄 色 で, 450mμ に 主

と して 吸 収 の 山 を示 す が,一 部430mμ に 小 さい 吸 収

の 山 を 認 め, D. R.間 接 反 応 陽 性, G. R.陽 性,

A. R., S. R.陰 性 で,主 と して 間接bilirubinと

考 え られ る.

ロ)　Acetic～ether分 劃 部 は425mμ に 吸 収 の極 大 を

もつ 単 一 な 曲線 を描 き, D. R.間 接 反 応 陽 性, G. R.

陽 性, A. R., S. R.陰 性 で, mesobilirubinが 考

え られ る.

ハ)　Metllanol分 劃 部 部 は 淡 黄 色 で410mｵに 吸 収

の極 大 が あ り. D. R,陰 性, G. R.疑 陽 性. A. R.,

 S. R.陰 性 で,判 定 が 不 能 で あつ た.

2.3. 36時 間 培 養 液 に つ い て

イ) ChlorOform分 劃 部 は帯 褐 濃 黄 色 で,吸 収 の 極

大 は450mμ に あ るが.一 部 小 さ い 山 を425mμ に認

め, D. R.間 接 反 応 陽 性, G. R.陽 性, A. R., S. R.

陰 性 で 主 と して 間 接bilirubinで あ る.

ロ)　Acetic-ether分 劃 部 は 黄 色 調 で, 415mμ に吸

収 極 大 を もっ,単 一 の 曲線 を 示 し, D. R.直 接 反 応 陽

性, G. R.赤 色調 を示 し, A. R.は 長 時 間 後 陽 性,

 S. R.陰 性 でdihydromesobilirubinが 考 え られ

る.

ハ)　Methanol分 劃 部 は淡 黄 色 で410mμ に吸 収

の 極 大 が あ り,外 に490mμ 附近 に小 さ い 山が あ る.

 D. R.直 接 反 応, G. R.疑 陽 性. A. R., S. R,陰 性

で識 別 困難.

2,4. 48時 間 培 養液 に つ い て

イ)　Chloroform 分 劃 部 は 先 行 す る黄 褐 色 部 と,

こ れ と境 界 不 明 瞭 な淡 黄 色部 が あ り,前 者 は450mμ

に 吸収 極 大 を も ち. D. R.間 接 反 応 陽 性, G. R.陽

性, A. R., S. R.陰 性 で,間 接bilirubinで あ り,

後 者 は425mμ に吸 収 極 大 を もち, D. R.間 接 反 応 陽

性, G. R.陽 性, A. R.. S. R.陰 性 で, mesobili

rubinが 考 え られ る.

ロ)　Acetic-ether分 劃 部 は 淡 黄 色 で415mμ に 吸 収

の極 大 が あ り, D. R.直 接 反 応 陽 性, G. R.赤 色 調 を

示 し, A. R.は 長 時 間 後 陽性, S. R.陰 性 で, dihy

dromesobilirubinと 診 定 さ れ る.

ハ)　Methanol分 劃 部 は黄 褐 色 で,後 に 淡 黄 色 部

が お くれ て 流 出 す る.前 者 は490mμ に 吸 収 の 極 大 が

あ り, D. R,. G. R.. A. R.陰 性 で, S. R. は緑 色

の 螢 光 を 示 し,そ の 亜 鉛 錯塩 は506mμ に極 大 を示

し, urobilin IX,α 又 はstercobilinで あ ると考 え

る.後 者 は435mμ に 吸 収 極 大 を示 し, D. R.直 接反

応 軽 度 陽 性, G. R., S. R.陰 性 で 判定 は 困難 で あ

つ た.

2.5. 72時 間 培 養 液 に つい て

Chloroform分 劃 部, acetic ether分 劃 部 と もに

著 し く稀 薄 で,前 者 は430, 425mμ に吸 収 の極 大 を,

後 者 は425mμ に そ れ を持 つ が,そ の 極 大 は い ずれ も

小 で.定 性 反 応 は 液 が稀 薄 な た め判 定 が 困 難 で あ っ

た.

Methanol分 劃 部 は 淡黄 褐 色 で,490mμ 附 近 に吸

収 の極 大 が あ り, D. R., G. R., A. R.陰 性 で.

 S. Rは 緑 色の 螢 光 を示 し,そ の 亜 鉛 錯塩 は506mμ に

極 大 を示 し. urobilinを 考 え る.

総 括 並 に 考 按

Bilirubinに 抗 生剤 服 用患 者 の 尿 濾液 を作 用 させ,

嫌 気 性 条 件 下 で培 養 し経 時 的 に培 養液 中 のbilirubi.

 ｎoideの 分 劃 を 分析 して み ると,培 養12時 間 後 では

間 接bilirubin,直 接bilirubin, mesobilirubinを,

 24時 間 後 で は 略 々同様 の分 劃 を, 36時 間 後 で.は更 に

dihydromesobilirubinを, 48時 間後 で は更 にuro-

bilinを 分離 証 明 し. 72時 間 後 で はurobilinの み 識

別 しえ た.

以 上 に よ りbilirubinは 尿 濾 液 に よ り還 元 され て,

 mesobilirubin, dihydromesobilirubin, urobilin

に変 化 す るこ とが わ か る.即 ち既 に第1編 に おい て推 定

した 通 り. bilirubinは 腸 管 内 に お い てmesobilir.

 ubin. dihydromesobilirubinを へ てurobilinogen

に還 元 され る こ とが わ か る,尚 直 接bilirubinの 生成

はbilirubinが 還 元 され て生 成 さ れ ると考 え る よ り

も,培 養液 中 の塩 類 そ の 他 と結 合 し,直 接bilirubin

が 生 成 され た もの と考 え る方 が 教 室 従 来 の研 究 よ りす

れ ば 妥 当 と思 わ れ る.

処 で尿 濾 液 に よ りbilirubinが 還 元 され る場 合,

 T. Baumgartelは 腸 管 粘 膜 中 の 還 元 酵 素 に よ り還 元

さ れ て. mesobilirubinogenの 生 成 され るこ とを強

調 して い るの で,尿 濾液 の 少 量 を燐 酸 塩pepon水 中

で24時 間嫌 気 性 培 養 し.そ の 培 養 液 の 一 部 をbiliru

binに 作 用 させ て 前 同 様 にbilirubinoideの 生 成状

態 を追 及 して み る と, 12時 間 後 に 間 接bilirubin,直

接b)ilirubia, dihydromeaobilirubinを, 24時 間

後 間 接bilirubin, mesobilirubinを, 36時 間 後di-
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hydromesobilirubinを. 48時 間 後 間 接bilirubin,

 anesobilirubin. diihydromesobilirubin. …bilin

を証 明 し. 72時 間 後 に はurobilinの み を証 明 し た.

斯 くて尿 濾液 に 依 りbilirubinが 順 次還 元 され,そ

の 過 程 はH. Fischerが 膠 状palladiumを 用 い,

 bilirubinを 還 元 して え た過 程 と同 一 過 程 を辿 る こ と

が証 明 さ れ,そ の濾 液 中の 作 用 物 質 は 混 入 す る腸 粘膜

中 の酵 素 で は な く,嫌 気 性 菌 であ る と考 え られ る.

 H. Kammerer & K. Millerは 大 腸 菌,腸 球 菌,

 Vibrio及 び 各 種 の 嫌 気性 菌 が,そ れ ぞ れ 単 独 で な

く,共 存 に よ りbilirubin を urobilinogen に

還 元す る と い い.H. KleinschmidtはFraenkelの

Gasbacillen単 独 並 び に 或 種 の 嫌 気 性 菌 と 大

腸 菌 の 共 存 に よ る と し, T. Baumgartelは

d. putrificus verrucosus に よつ て培 地 中 の cyて

stinが 先 ずcysteinに 還 元 され,次 い でE. coliの

脱 水 素酵 素 に よ るcysteinよ りの 活 性 水 素 がbilir

ubinに 与 え られ てstercobilinogenが 形 成 され る

と考 え た.教 室 の 重井 はT. Baumgartelの 実験 を

追 試 し, E. Coliの 単 独 に よ つ て還 元 は行 われ ない

が, cysteinを 担 体 とす る脱 水 素酵 素 系 には 疑 問 を懐

い た.

と もあ れ腸 内細 菌 叢 に よ りbilirubinは 恰 も試 験

管 内 で膠 状pulladiumに よ り生 成 され ると 同様 な過

程 を,順 次 へ てurobilinogenに 生成 され るも の で,

 urotbilinogen生 成 に 関 す る2元 説 は妥 当 でな い と考

え る.

結 論

抗 生 剤 服 用 患 者 の 尿 濾 液 及 び これ を予 め24時 間燐 酸 塩

pepton水 中 で嫌 気 性 培 養 した 培 養 液 をbilirubinに

作 用 させ,嫌 気 性 条 件 下 で培 養 し,培 養液 中 のbili

rubinoideの 分劃 分 離 を試 み,次 の結 果 を え た.

1.　Bilirubinに 尿 濾 液 を 作用 させ る と, 12時 間 後

に は 間接,直 接bilirubin, mesobilirubinを, 24時

間 後 は略 々 同様 で, 36時 間 後 には 更 にdihydromes

obilirubinを, 48時 間 後 に は更 にurobilinを 分 離

証 明 し, 72時 間後 で はurobilinの み 識 別 し た.

2.　 Bilirubin に,予 め尿 濾 液 の 少 量 を 燐 酸 塩

pepton水 中 で培 養 し た培 養 液 を加 え て,培 養 し た結

果12時 間 後 に間 接,直 接bilirubin,, dihydromeso.

 bilirubinを, 24時 間 後 に 間 接bilirubin, mesobili

rubinを, 36時 間 後 にdihydromesobilirubinを,

 48時 間 後 に 間接bilirubin. mesobilirubin, dihyd.

 romesobilirubin, urobilinを 証 明 し, 72時 間 後 に

urobilinの み 識 別 し た.

3.　 斯 くて尿 濾 中 の嫌 気性 菌 に よ り bilirubinは

mesobilirubin, dihydromesobilirubinを へ て

urobilinogenに 還 元 され,そ の還 元 過 程 はH. Fis

cherが 試 験 管 内 で膠 状palladiumに 依 り明 か に し

た 過 程 と 同 一 で あ つ た.
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Conclusions

The separation of bilirubinoide in the anaerobic cultured solution of bilirubin with the 

fecal filtrate of the patient taking antibiotics and the cultured solution of the above fecal 

filrate in the phosphate pepton solution for 24 hours under the anaerobic condition was 

attempted. And the results were as follows.

1. Indirect, direct bilirubin and mesobilirubin were separated at the 12th hour, same 

products at the 24th hour, dihydromesobilirubin and the above products at the 36th hour 

and urobilin and the above products at the 48th hour after the action of fecal filtrate to 

bilirubin, but only urobilin was identified after 72 hours. 

  2. Indirect-, direct bilirubin, dihydromesobilirubin were separated at the 12th hour, 

indirect bilirubin and mesobilirubin at the 24th hour, dihydromesobilirubin at the 36th hour, 

end indirect bilirubin, mesobilirubin, dihydromesobilirubin and urobilin at the 48th hour 

after the anaerobic incubation of bilirubin with the cultured solution of a small amount of 

fecal filtrate in the phosphate pepton solution, but only urobilin was identified after 72 hours.

3. Bilirubin was reduced to urobilinogen pasing though mesobilirubin, dihydromesobilirubin 

by anaerobic bacterial flora and it's reduction process was same to the reduction process of 

bilirubin by colloidal palladium, clarified by H. Fischer.


