
Bilirubin異 性 体 に関す る研究

第 二 編

Bilirubin異 性体 の胆 汁 中 へ の排 泄

岡山大学医学部第一内科教室

(主任:長 島秀夫教授・指導:小 坂淳夫前教授)

丸 山 睦 郎

(昭和52年9月3日 受稿)

緒 言

生 体 内bilirubinはGrayら1),中 島 ら2),井沢3)に

よ りIXα型 の み と され て いた がPetryka4), Nicholら5)

は結 晶bilirubin中 にIXα型 以 外 に少 量 のIXβ ま た は

IX6型 の存 在 を報 告 して い る.他 方bilirubin後 はI

か らXVIま での 異 性 体 の 存 在 が考 え られ るが, Mc-

Donagh6)は,市 販 のbilirubin中 にbilirubin IXα以

外 にⅢ α, XⅢα型 が存 在 す る とした.著 者 も結 晶bili

rubin中 にbilirubin IXα型 以 外 に微 量 のⅢ α, XⅢα型

が存 在 す る こ と,こ れ ら3種 の異 性 体 は核 磁 気 共 鳴

スペ ク トル上 差異 を認 め,分 光 化学 的 性 状 を異 にす

る こ と を既 に報 告 した.ま たStoll7)は 結 晶biliru

binをNaamalgamで 還 元 して生 成 され たmeso

bilinogen中 にIXα型 以 外 にⅢ α, XⅢα型 を証 明 した.

更 に教 室 の瀬 尾8)は 人 糞 便 中 にⅢ α, XⅢα型 の胆 汁 色

素 異 性 体 の存 在 を報 告 した が,腸 管 内 で は腸 内細 菌

叢 に よ るbihrubinの 還 元 過 程 な どの 諸 要 素 を考 慮

しな けれ ばな らな い.し たが って これ らの型 が生 体

内 で生 成 され るの か,生 成 され る とす れ ば肝 細 胞 へ

の 取 り込 み,抱 合,排 泄 な どの機 序 に お い て差 異 は

な いか な どの点 が 問題 とな るが,こ れ ら 後つ い て は

未 だ 明 らか に され て い な い.こ れ らの 点 後つ い て結

晶bilirubinよ り精 製 分 離 した3種 のbilirubin異

性 体 をrat尾 静 脈 に負 荷 し,生 理 的 な胆 汁 へ の排 泄

状 態 を検討 した.ま た 人及 びratの 胆 汁 中bilirubin

を分 画 分 離 す る こ とに よ り生体 内 でbilirubin異 性

体 が 生 成 され る可 能 性 が あ るか につ い て 検 討 した.

実験 動 物 並 び に検 索 対 象

実 験 動 物 としてWistar系ratと 英 国Royal Free

 HospitalのBilling博 士 よ り供 用 され たheterozy

gote Gunn rat9)を 使 用 した. ratは いず れ も体 重

350～400gの 成 熟 雄 性 で あ る.検 索 対 象 は肝 胆道 機

能検 査正 常 な5名 の成 人 男 子 で あ る.

実 験 材 料 並 び に 方 法

1) 9H-bilirubin

Tritiumgasを 用 い るWilzbach氏 法10)に よ り第

一 化 学 製 の 結 晶bilirubinよ り作 製 した.こ の3H-

bilirubinの 放 射 活 性 は, 2.22×106CPM/mgで あ っ

た.

2) 胆 汁 採 取 法

a) rat胆 汁 採 取 法

実 験 当 日絶 食 させ た実 験 動 物 をether麻 酔 下 に腹

部 正 中線 上で開 腹 し,胆 管 にpolyethylene tube No.

 10(IGARASI医 科 工 業K. K.製)を 挿 入 す る こ と に

よ り外 胆 汁 瘻 を作 製 し,こ れ か らの 胆汁 の 排泄 状 態

の 良好 で ある こ とお よ び 実験 動 物 がether麻 酔 よ り

回 復 して い る こ と を確 か め た後,胆 汁 を採 取 した.

胆 汁 採 取 はratの 生 の胆 汁 中 のbilirubin異 性 体 構

成 を検 討 す る場 合 は,試 料 負 荷 は行 わず,外 胆 汁 瘻

よ り胆 汁 を24時 間採 取 した.ま た試 料(後 述)負 荷

の 場 合 は注 入 後2時 間 間 隔 で8時 間 ま で の もの,お

よ び8～24時 間 ま で の もの計5分 画 で採 取 し た.こ

の 間 実 験 動 物 に は水 の み を与 えた.
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b) ヒ ト胆 汁 採 取 法

Meltzer-Lyon法 で 行 った.す な わ ち被 検 者 に早

朝 空 腹 時 に十 二指 腸sondeを 嚥下 させ, X線 透 視 下

に金 属 球 が十 二 指 腸 下 降 脚 に達 す るのを確 認 した 後,

 A胆 汁 の 流 出 を確 認 しolive油20m1を 注 入 しB胆

汁 排 出後 のC胆 汁 を採取 し速 や か にbilirubinの 結

晶 化 の試 料 に供 した.

3) 薄 層chromatography

bilirubin異 性 体Ⅲ α, IXα, XⅢαの 分 離 精 製 はMc-

Donaghら の方 法siに 従 った.

a) 試 料

1) で作 製 した3H-bilirubinお よ び採 取 した 胆 汁

よ りOstrowの 方 法11)で 結 晶 化 したbilirubinを 試

料 と した.

b) 固定 相 と展 開 液

Kieselgel G nach Stahl art Nr. 7731(Merck)

を用 い, 20×20cmの ガ ラ ス板 後厚 さ0.5mmの 薄 層

を作 製 した.展 開 液 はacetic acid: chloroform

(1:99v/v)を 使 用 した.

c) 展 開

試 料 をchloroformに 溶 解 後,固 定 相 上 に0.5cm

以 内 のbandと して塗 布,こ れ を原 点 と して一 次 元

上 昇 法 に て室 温 下(15～20℃)暗 所 で)bandが 三 本

に分 離 す るRf 0.7付 近 まで 持 続 的 に展 開 した.分 離

した各bandを 別 々 に か き と り, chloroformで 溶

出, 0.1N sodium hydrocarbonateつ い で 蒸溜 水 で

洗 浄 し予 めchloroformで 湿 らせ た 東洋 〓 紙No. 6

で〓 別 した後 減 圧 乾 固 した.

4) aH-bilirubin Ⅲ α, IXα, XⅢαの負 荷 法

3) の方 法 で 分離 精 製 した3H-bilirubin異 性 体 を

0.1 Nsodium hydroxide 0.3 mlに 溶 解 後,予 め 採

取 したWistar系ratの 血 清3m1を 加 え,更 に0.1

N hydrochloric acid 0.3mlを 加 えて 中 和 後,実 験

動 物 の尾 静 脈 よ り0.5ml宛 注 入 した.な お3H-bili-

rubin Ⅲ α, XⅢ 同時 負 荷 の 場 合 は,そ れ ぞ れ0.25ml

宛 注 入 した.

5) 胆 汁 中bilirubinの 結 晶 化

採 取 した胆 汁 よ りのbilirubin結 晶 化 は, Ostrow

ら11)の方 法 に よ っ た.即 ち胆 汁 を撹 拌 し胆 汁1mlに

つ き20㎎ のascorbic acidを 加 え,胆 汁 の1/5量 の

5% lead acetate solutionを 追 加 しbilirubinを

鉛 塩 と して 沈 澱 させ遠 沈後 の 上清 を捨 て 沈澱 を蒸 溜

水 で1回 洗 浄 し,さ ら後ethano1で3回 洗 浄 後, 4

倍 量 のethanolに 撹 散 し再 び遠 沈 し上 清 を捨 て3～

4mgのascorbicacidを 加 え, bilirubin分 画 を4

倍 量 の1N sodium hydroxideで20分 間,室 温(15

～20℃) ,遮 光 下 で 加 水 分 解 し,こ れ をaceticacid

でpH 0.5に 調 整 し)4倍 量 のchloroformで 遊 離 化

したbilirubinを 抽 出 す る.こ の 際 で き る中 間 層 は

分 離 し再 びchloroform: acetic acid(3:1v/v)

で抽 出液 が無 色 に な るま で抽 出 し,こ のchloroform

抽 出 液 を合 せ1/5量 の1%ascorbicacid溶 液 で6

回洗 浄 し,更 に等 量 の10%食 塩水 で1回,次 いで 蒸

溜 水 で4回 洗 浄 して あ らか じめchloroformで 湿 ら

せ た東 洋IF紙No. 6で 〓 過 後,減 圧 乾 固 し1/2量 の

methanolを 加 え, chloroformを 蒸 発 させ る とbili

rubinは 橙 赤 色 針 状 に晶 出す る.

6) 放 射 活 性 測 定

Scintilaterと してtoluene 750ml, ethanol 250

mlにPPO 4gお よ びPOPOP 0.1gを 混 じて作 製 し

た溶 液 の14mlに 試 料 溶 液0.1mlを 加 え, Packerd

社 製Tricab Scintilation Counterで15分 間測 定 し

た.試 料 は, rat外 胆 汁 瘻 よ り採 取 され た胆 汁 よ り

0.1m1と り測 定 した.又 胆 汁 よ り結 晶 化 後,薄 層 に

よ り分 画 分 離 され たbilirubinはchloroformに て

溶 出後,減 圧 乾 固 し, 0.1N sodium hydroxideに

溶 解 後 その0.1mlを 使 用 した.

7) bilirubin異 性 体 の 吸光 度 測 定

薄 層chromatographyに よ り分 離 され たbiliru

bin異 性 体 を 再 びchloroform 5ml後 溶 解 後 日立

100-10型 光電 比 色計 を用 い,各bilirubin異 性 体 の

吸 光 極 大 即 ちbilirubinⅢ α 456nm, IXα 454nm, XⅢα

451nmで そ の 吸光 度 を測 定 しそ の構 成 比 を求 め た.

実 験 成 績

1) bilirubin異 性 体 の結 晶 析 出率

bilirubin Ⅲ α, IXα, XⅢαのchloroform溶 液 各10

m1を 用 いてchloroform-methanol系 に よ る結 晶 化

率 を各4検 体 で 検 討 し た 結 果, bilirubin濃 度28.0

～33 .6mg/dlの 溶 液 で, bilirubin Ⅲα58.6±4.9%,

 IXα59.9±4.6%, XⅢα58.1±4.1%, bilirubin濃 度

14.0～16.8mg/dlで, bilirubin Ⅲ α53 .7±2.9%,

 IXa54.1±5.9%, XⅢα54.2±5.8%, bilirubin濃 度

7.0～8.4mg/dlで, bilirubin Ⅲ α50.1±3.7%, IXα

55.4±5.1%, XⅢα55.2±5.3%で あ り, bilirubin濃

度 が 大 な る程 結 晶 析 出率 が 多 い傾 向 が あ るが,い ず

れ の 濃 度 にお いて もbilirubin Ⅲα, IXα, XⅢαの 三 者

間 後有意 な差 は認 め られ な か った.

2) 3H-bilirubin異 性 体 の胆 汁 中へ の排 泄(Table

1, Fig. 1)



Bilirubin異 性 体 に関 す る研 究　 81

3H -bilirubin IXα負 荷 後 の 胆 汁 中 へ の放 射 活 性 の

経 時 的 な排 泄 状態 を調 べた結 果 はTable1-Aの 如 く,

負 荷 後2時 間 まで に負 荷 量 の42.9～50.2%,平 均46.0

±2.7%が 排 泄 され2～4時 間 では9.4～15.7%,平

均13.0±2.4%, 4～6時 間 で は4.5～8.4%,平 均6.2

±1.6%, 6～8時 間 で は1.2～4.4%,平 均2.5±1.3

%, 24時 間 まで に70.2～81.0%,平 均74.7±4.1%が

排 泄 され た, 3H-bilirubin Ⅲ α負 荷 の 場 合Table1-B

の 如 く,負 荷 後2時 間 で43.2～47.6%,平 均45 .3±

1.7%が 排 泄 され, 2～4時 間 で は8.6～14,4%,平 均

12.0±2.3%, 4～6時 間 で は2.6～6.8%,平 均4.9

±1.6%, 6～8時 間 で は0 .8～3,1%,平 均1.7±0.9

%, 24時 間 ま で に70.4～76.5%,平 均73.3±2.4%が

排 泄 され た,又3H-bilirubin XⅢα負 荷 の 場 合 は, Table

1-Cの 如 く最 初 の2時 間 で41.5～50.5%,平 均46.9

±3.3%が 排 泄 され, 2～4時 間 で は9 .7～15.4%,

平 均13.3±2.0%, 4～6時 間 で は3.6～6.8%,平 均

4.8±1.2%, 6～8時 問 で は1.2～2.5%,平 均2.0±

0.5%, 24時 間 まで に72.4～80.0%,平 均75.5±3 .0

%が 排 泄 され た. Fig. 1後 その 排 泄 状 態 を一 括 して 示

した が, Ⅲ α負 荷, IXα 負 荷, XⅢα負 荷 共 に ほ ぼ 同様 の

排 泄 パ タ ー ン を示 し, 2時 間 ま での 排 泄 率, 24時 間

まで の 排 泄 率 共 に三 者 間 に有 意 差 を認 め な か っ た.

(P＞0.1)

Table 1-A Recovery of radioactivity into the bile after intravenous loading of 3H-bilirubin IXƒ¿.

Abbreviation. CPM: count per minute. 

Table 1-B Recovery of radioactivity into the bile after intravenous loading of 3H-bilirubin ‡Vƒ¿.

Abbreviation. CPM: count per minute. 

Table 1-C Recovery of radioactivity into the bile after intravenous loading of 'H-bilirubin X‡Vƒ¿.

Abbreviation. CPM: count per minute.

3) 3H-bilirubin異 性 体 負 荷 後 の 胆 汁 中3H-bili-

rubin異 性 体 の 構 成 比(Table 2)

2 H-bilirubin IXα負 荷 後 後得 られ る胆 汁 よ りOst

rowの 方 法 で結 晶化 した3H-bilirubinに つ きMc-

Donaghの 薄 層chromatographyを 行 っ た 結 果 は

Table2-Aの 如 く, 3H-bilirubin Ⅲ α 1.5～3.4%,

平 均2.6±0.7%, 3H-bilirubin IXα 92.5～95.0%,

平 均93.8±0.9%)3H-bilirubinXⅢαme 2.8～4.1%,平

均3.6±0.4%で あ った.同 様 に3H-bilirubin皿 α負

荷 後 で はTable2-Bの 如 く, 3H-bilirubin Ⅲ α94.7
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Fig. 1 Recovery of radioactivity into the bile after intravenous loading

of 3H-bilirubin isomers

* 5 Wistar strain rats used for each experiment.

Table 2-A Distribution of 3H-bilirubin isomers recovered in the bile after intravenous loading 

of 3H-bilirubin IXƒ¿.

Abbreviation. CPM: count per minute. 

Table 2-B Distribution of 3H-bilirubin isomers recovered in the bile after intravenous loading

 of 3H-bilirubin ‡Vƒ¿.

Abbreviation. CPM: count per minute.
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Table 2-C Distribution of 3H-bilirubin isomers recovered in the bile after intravenous loading 

of 3H-bilirubin X‡Vƒ¿.

Abbreviation. CPM: count per minute.

Table 2-D Distribution of 3H-bilirubin isomers recovered in the bile after intravenous loading 

of a mixture of bilirubin ‡Vƒ¿ and X‡Vƒ¿.

Abbreviation. CPM: count per minute.

Table 3-A Distribution of bilirubin isomers in the bile (Wistar strain rat).

Table 3-B Distribution of bilirubin isomers in the bile (heterozvgote Gunn rat).

Table 3-C Distribution of bilirubin isomers in the bile (normal subiect) .
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～96.7%
,平 均95.8±0.9%, 3H-bilirubin IXα2.8

～4.5%
,平 均3.5±0.7%, 3H-bilirubin XⅢ α 0.3～

1.2%,平 均0.7±0.3%で あ り3H-bilirubin XⅢα負

荷 後 で は, Table2-Cの 如 く,3H-bilirubin Ⅲ α

 0.2～0.8%,平 均0.6±0.4%, 3H-bilirubin IXα 2.7

～3 .8%,平 均3.2±0.4%, 3H-bilirubin XⅢα 95.6～

97.1%,平 均96.2±0.6%で あ った.更 にTabIe2

-Dは3H-bilirubinⅢ αお よ び3H-bilirubin XⅢαを

同 時 に負 荷 した 場 合 で,そ の構 成 比 は3H-bilirubin

 Ⅲα 47.2～50.9%,平 均49.1±1.3%, 3H-bilirubin

 IXα 2.6～4.5%,平 均3.6±0.6%, 3H-bilirubin XⅢα

46.5～49.2%,平 均47.3±1.0%で あ った.

4) Wistar系ratの 胆 汁 中 もilirubinの 異 性 体 構

成 比

負 荷 を しない場 合 のWistar系ratの 胆 汁 中bill

rubin異 性 体 構成 比 はTable3-Aの 如 く, biliru

bin Ⅲα4.02～5.10%,平 均4.59±0.40%, IXα 89.18

～90 .49%,平 均89.83±1.96%, XⅢα 5.05～6.41%,

平 均5.58±0.46%で あ り, 3H-bilirubin IXα負 荷 後

の 胆 汁 中3H-bilirubin異 性 体 構 成比3H-bilirubin

 Ⅲα 2.6±0.7%, IXα 93.8±0.9%, XⅢα 3.6±0.4%と

比 較 す る とⅢα(t=4.56, 0.005＞P＞0.001)IXα

(t=8.30, 0.001＞P)XⅢα(t=4.56, 0.005＞P

＞0.001)で,負 荷 を しな いWistar系rat胆 汁 中

のbilirubinⅢ α, XⅢα異 性 体 出現 率 が有 意 に高 率 で

あ った.

5) Gunn rat(heterozygote)の 胆 汁 中bilirubin

異 性体 構成 比

Gunn rat(heterozygote)の 胆汁 で は)TabLe3

Bの 如 く, bilirubin Ⅲ α 3.54～5.47%,平 均4.18±

0.68%, IXα 90.52～91.45%,平 均91.01±0.7%,

 XⅢα 4.01～5.16%,平 均4.81±0.41%で あ り,負 荷 を

しな いWistar系rat胆 汁 中の 異 性 体 構 成 比 との間

に有 意 差 を認 めな か った.

6) 正 常 ヒ ト胆 汁 中bilirubin異 性 体 構 成 比

正 常 ヒ ト胆 汁 で はTabLe3-Cの 如 く, bilirubin

 Ⅲα3.83-4.22%,平 均4.13±0.33%, IXα 89.81～

91.20%,平 均90.61±0.76%, XⅢα 4.87～5.51%,平

均5.26±0,11%で あ った.

総 括 並 び に考 案

bilirubin異 性 体 の 胆 汁 中 へ の 排 泄 能 に関 す る文

献 は少 な い が,近 藤 ら12)はoxyferrihemのIXα 型 お

よ びIXβ型 を用 い た実 験 で,両 者 の 胆 汁 中 へ の 排 泄

はIXα 型 がIXβ 型 に 比 しは るか に よ く排 泄 され る こ と

を示 した が, tetrapyrroleの 構 造 を と った 際 に は両

型 の排 泄 に余 り差 が な い と して い る. Wistar系rat

尾 静 脈 へ の3H-bilirubin Ⅲ α,IXα, XⅢα型 負 荷 後 の

胆 汁 中へ の 排 泄 率 は,負 荷 後2時 間, 24時 間共 に三

者 間 に有 意 差 は な く,近 藤 らの成 績 を支 持 す る もの

で あ っ た. 3H-bilirubin異 性 体 負 荷 後 の胆 汁 中3H-

bilirubin異 性 体 構 成 比 の 検 討 で は,い ず れ の場 合

も負 荷 した 型 が ほ ぼ そ の ま ま出 現 し て い る が, 3H-

bilirubin IXα負 荷 後 に3H-bilirubinⅢ α2.6%, 3H-

bilirubin XⅢα 3.6%と,他 の型 が 微 量 な が ら出 現 し,

 3H -bilirubin Ⅲ αと3H-bilirubin XⅢα 同時 負 荷 後 の

胆 汁 に3H-bilirubin IXαが3.6%出 現 し た事 は,実

験 操 作 過 程 あ るい はrat体 内 後 おいて 第 一 編 に お い

て 言及 したMcDonaghら13, 14, 15)の 異 性 体 間 の 相 互

変 換 が起 る可 能 性 を示 唆 す る成績 で あ った.同 様 の

考 えか らす れ ば3H-bilirubin　Ⅲ α負 荷 後 に3H-bili-

rubin　 IXαが3.5%, 3H-bilirubin XⅢα 負 荷 後 後3H-

bilirvbin IXαが3.2%出 現 した 事 実 も説 明 し得 る.

た だ本 実 験 に お い て, 3H-bilirubin Ⅲ α負 荷 後 の 胆

汁 に3H-bilirubin XⅢ αが0.7%, 3H-bilirubin XⅢα負

荷 後 の 胆 汁 に3H-bilirubin Ⅲ αが0.6%出 現 した 事

に関 して は,化 学 構 造 上 の理 論 で は説 明 で きず,実

験 誤 差 と解 釈 す べ きで あ ろ う.

次 に生 のWistar系rat胆 汁 中 のbilirubin IXα

以 外 のbilirubin異 性 体 出現 率 は, bilirubin Ⅲ α4.59

%, bilirubinXⅢ α5.58%で あ り, 3H-bilirubin IXα

負 荷 後 の3H-bilirubin Ⅲ α2.6%, 3H-bilirubin XⅢ

3.6%に 比 し,有 意 に高 率 で あ った.こ の こ とよ り,

異 性 体 間 の 相 互 変 換 を考 慮 に入 れ て もな お, Wistar

系rat体 内 に,微 量 な が らbilirubin Ⅲ α及 びbih-

rubin XⅢαが存 在 す る と考 え られ た,こ れ ら異 性 体 の

生 体 内 で の 生 成 機 序,生 成 場 所 は な お不 明 で あ るが,

生 成 され た 場 合 は,ほ ぼ同 様 に胆 汁 中へ 排 泄 され る

と考 え られ る.

Gunnrat及 び正 常 ヒ ト胆 汁 中 に も微 量 のbiliru

bin Ⅲ α, XⅢαを認 め た ことよ り,こ れ らbilirubin異

性 体 が微 量 な が ら生 成 され る もの と推 測 され た.し

か し これ らbilirubinの 代 謝 過 程 は不 明 で 今後 の検

討 を要 す る もの と考 え られ た.

結 論

3 H-bilirubinをMcDonaghの 方 法 で3H-biliru

bin Ⅲ α, IXα, XⅢαに分 離 精製 後Wistar系rat尾 静

脈 に 負 荷 し胆 汁 中 へ の 排 泄 状 態 お よ び胆 汁 中3H-

bilirubin異 性体 構 成 比 を検 討 した.ま た 生 のWi-
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star系rat胆 汁, Gunn rat(heterozygote)胆 汁,

正 常 ヒ ト胆汁 中 のbilirubin異 性 体 構 成 後つ いて も

検 討 し次 の 結果 を 得 た.

1) 胆 汁 へ の排 泄 率 は負 荷 後2時 間 で3H-bilirubin

IXαは負 荷 量 の 平均46.0%, Ⅲ α45.3%, XⅢα46.9%

で あ り, 24時 間 ま で にIXα平 均74.7%, Ⅲ α73.3%,

 XⅢα75.5%で あ った. 2時 間 ま で の 排 泄 率, 24時 間

ま での 排泄 率 い ず れ にお いて も三 者 間 に有 意 差 を認

め なか った,(P＞0.1)

2) 胆 汁 中3H-bilirubin異 性体 構 成 比 は, 3H-bili-

rubin IXα負 荷 後 で は,平 均Ⅲ α2.6%, IXα93.8%, 

XⅢα3.6%, 3H-bilirubinⅢ α負 荷 後 で は, Ⅲ α95.8

%, IXα3.5%, XⅢα0.7%, 3H-bilirubin XⅢα 負 荷 後

で は, Ⅲ α0.6%, IXα3.2%, XⅢα96.2%で あ り, 3H-

bilirubi nⅢα, XⅢα同 時負 荷 の場 合 はⅢα49.1%, IXα

3.6%, XⅢα47.3%と い ず れ の場 合 も負 荷 した型 が ほ

ぼ そ の ま ま胆 汁 中 へ 回収 され た.

3) 生 のWistar系rat胆 汁 中 のbilirubin異 性 体

構 成 比 は平 均Ⅲα4.59%, IXα89.83%, XⅢα5.58%で

3H -bilirubin IXα負 荷 後 と比 較 して,Ⅲ α, XⅢαの 出

現 率 は 有 意 に高 率 で あ った.Ⅲα(t=4.56, 0.005

＞P＞0.001), XⅢα(t=6.83, 0.001＞P).

4) Gunn rat(heterozygote)胆 汁 中 のbilirubin

異 性 体 構 成 比 は平 均Ⅲα4.18%, IXα91.01%, XⅢα4.81

%,ヒ ト胆 汁 中 で は,平 均Ⅲα4.13%, IX Ⅲα90.61%, 

XⅢα5.26%で あ っ た.

以 上 よ り生 体 内 に はbilirubin IXα以 外 に 微 量 の

bilirubin Ⅲα αお よ びXⅢα異 性 体 が存 在 す る と考 え ら

れ,そ れ らの胆 汁 へ の排 泄 率 はbilirubin IXα と差 が

な い と考 え られ た.
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Studies on bilirubin isomers

Part 2. Biliary excretion of bilirubin isomers

by

Mutsuo MARUYAMA

The First Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Kiyowo Kosaka & Prof. Hideo Nagashima)

Tritiated commercial bilirubin, mixture of bilirubin isomers was separated into bilirubin 

‡VDd, IX ƒ¿ and X‡V aby thin layer chromatography of McDonagh's method and each fraction was 

further purified by the method. Biliary excretion following intravenous loading of 3H-bilirubin 

isomers to Wistar strain rats was serially determined.

Compositions of the isomers in the biles collected from Wistar strain rats, heterozygote 

Gunn rats and normal human subjects were determined.

The results obtained were as follows.

1) The excretion ratio in 0-2 hours following the loading of 3H-bilirubin isomers was 46.0% 

of 3H-bilirubin IXa, 45.3% of 3H-bilirubin Ella and 46.9% of 3H-bilirubin XIIIa respectively. 

The biliary excretion within 24 hours following the administration of 3H-bilirubin isomers was 

74.7% of 3H-bilirubin ad, 73.3% of 3H-bilirubin lIIaand 75.5% of 3H-bilirubin Xlllcrrespec

tively. No statistically significant difference among the excretion ratios of the isomers in these 

hours fractions was calculated. (p<0.1)

2) The compositions of biliary 3H-bilirubin isomers determined by thin layer chromatograms 

after separate loading of tritiated ‡Vƒ¿, IXƒ¿ and X‡Vƒ¿ in the order were IIlafraction 95.8%, 2.6% 

and 0.6%, IX ƒ¿ fraction 3.5%, 93.8% and 3.2% and X‡V ƒ¿ fraction 0.7%, 3.6% and 96.2%, res

pectively. Combined loading of tritiated ‡V ƒ¿ and X‡Vƒ¿ isomers resulted in the bile composition 

of ‡V ƒ¿ 49.1%, IXƒ¿a3.6% and X‡V ƒ¿47.3%. These results suggest a intact recovery of those isomers.

3) The bile composition of the isomers in unloading Wistar strain rat was ‡V ƒ¿ 4.59%, IX ƒ¿ 

89.83% and X‡V ƒ¿ 5.58%. Contents of ‡V ƒ¿ and X‡V ƒ¿ of these rats were significantly increased 

when compared with those loaded with 3 H-IX ƒ¿ isomer. ‡V ƒ¿ (t=4.56, 0.005•„p•„0.001), X‡V ƒ¿ 

(t=6.83, 0.001•„p).

4) The composistion of biliary isomers in heterozygote Gunn rats was ‡V ƒ¿ 4.18%, IX ƒ¿a91.01% 

and X‡V ƒ¿ 4.81%. Those in normal subjects was ‡V ƒ¿ 4.13%, IX ƒ¿0.61% and X‡V ƒ¿ 5.26%.

According to the results mentioned above, it is considered that a fairly detectable amount of 

bilirubin ‡V ƒ¿ and X‡V ƒ¿ exist in the native bile of mammals and that their biliary excretion ratio 

in the unit hours can be the same level of IX ƒ¿isomer.


