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緒 言

bilirubinの 腸 管 よ りの 吸 収 の 可能 性 につ いて は,

 1883年Baddiに よって 推 測 され,さ らにNaunynと

Minkowski(1885年)は 吸 収 され たbilirubinが 生理

的bilirubin血 をつ くると考 えたせまたWertheimer

(1896年), WilburとAddis(1914年)ら に よ っ て

もbilirubinが 腸 管 よ り吸 収 され る こ とが 示 唆 され

て い る. 1952年 教 室 の 藤 井1)は イ ヌの 腸 管 内 に ウ シ

の胆 汁 を負 荷 し,間 接型bilirubinが 直 接 型biliru

binよ り吸 収 され やす い こ と を認 め た. Lesterら2)

は14C-bilirubinを 外 胆 管 ろ うを有 す る患 者 の 胃 腸

管 内 に 注入 し,間 接 型bilirubinに 比 較 して, 14C-bi

lirubinを 負 荷 した後 胆 汁 中 に排泄 され た粗 製 の 抱

合 型bilirubinを 腸管 内 に負 荷 した場 合 は胆 汁 中 に,

微 量排 泄 され る にす ぎな い と報 告 した.近 藤 ら3)も

3 H-bilirubinを ラ ッ ト腸 管 内 に負 荷 し,胆 汁 中へ の

排 泄 を測 定 し,十 二 指 腸 部,空 腸 部,大 腸 部 の順 に

吸 収 が 低 下 す ること を述 べ て い る.ま た3H-biliru

bin負 荷 後 胆 汁 中 に排 泄 され た抱 合 型3H-bilirubin

をester型bilirubinに 分 画 精 製 し2ラ ット腸 管 に

負 荷 す る と十二 指 腸 部,空 腸 部,大 腸 部 と もほ ぼ 等

し く吸 収 され るが,間 接 型 に比 較 して極 め て低 率 で

ある として いる.直 接 型bilirubinは 間 接 型biliru

binに 比 較 して きわ めて 吸収 され に くい点 諸 家 の 報

告 は一 致 して い る.一 方 直 接 型bilirubinはalkali

に不 安定 なbilirubin glucuronide5)やalkaliに 安

定 なbilirubin sulfate6) 7)やbilirubin phosphate8) 9)

が あ り,個 々 の 直 接 型bilirubinの 腸 管 内 よ りの 吸

収 の 差 異 につ いてはわか って い な い.又 直 接 型bili

rubinは 抱 合 され た ま ま の型 で腸 管 壁 よ り吸収 され

るか ゴ 腸 管 内 で遊 離 の 型 に な った の ちにに吸 収 され る

か につ いて は,教 室 藤 井10),近藤 ら3), Ariasら11), Okol

icsanyら12), Acocellaら13)は 直 接 型bilirubinの ま

まで 吸 収 され る と考 えて い るが,直 接 型bilirubin

が吸 収 され や す い 間接 型bilirubinへ 転 換 す る可 能

性 も否 定 し え な い.こ れ らの 点 に つ い て 腸 管 内 の

alkali性 を考 慮 してalkaliに 安 定 な 直 接 型biliru

binの ひとつ3H-bilirubin sulfateを 用 い て そ の 腸

管 よ りの 吸 収 を 検討 した.ま た3H-bilirubin負 荷

につ い て も比 較 検 討 した.

Ⅰ　 実 験 動 物

bilirubinの 抱 合 酵 素 で あ るglucuronyl trans

feraseが 先 天 的 に欠 除,ま た は低 下 して い るhete

rozygous Gunn rat14)及 びWistar系 ラ ッ トを使 用

した.ラ ッ トは い ず れ も体 重300～350gの 成 熟 雄 性

で あ る.各 腸 管部 位 負 荷 に一 群5匹 を使 用 した

Ⅱ　 実 験 材 料 な らび に方 法

1. 3H-bilirubin

日本 アイソ トー プ協 会 よ りWilzbach法15)に よ り

作製 された1mCi/4.2mgの3H-bilirubin(1.77×108

dpm/mg)を 購 入 し使 用 した.

2. bilirubin sulfateの 合 成 法

bnirubin sulfateはWatson16)の 方 法 に準 じて 合

成 した.す な わ ち3H-bilirubin 4.2mgに 結 晶bill

rubin(第 一 化 学 製)50mgを 加 え稀 釈 し,そ の10mg

をchloroform 100mlに 溶 解 し,こ れ に無 水 酢酸,

濃 硫 酸(20:1, V/V)混 液20mlを 加 えて 十 分 に 振
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盪 し,溶 液 が 赤 褐 色 に 変色 した な らば,氷 冷 水 ににす

み や か に抽 出 し,こ の 抽 出液 を硫 酸 ア ンモ ニ ウ ムで

飽 和 塩 析 し,吸 引 濾 別 した残 渣 をす みや か にmetha

nolに 抽 出 し濾 別 した 濾 液 を減 圧 乾 固 して 得 られ た

残 渣 を試 料 と した.合 成3H-bilirubin sulfateの 比

放 射 活 性 は1.20×107dpm/mgで あ った.

3. 胆 汁 及 び尿 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,総 胆 管 にpolyethylene tube

 No. 10(IGARASI医 科 工 業KK製)を 挿 入 し外 胆 管

ろ うを作 製 した せ このtubeか ら胆 汁 流 出 の良 好 で

あ る こ と及 び実 験 動 物 が, ether麻 酔 よ り回復 して

い る こ とを確 め た の ち胆 汁 を採取 した,胆 汁 採 取 は

試 料 を 各 腸 管 部 位1に注 入後2, 4, 6, 8, 24時 間

迄分 画 採 取 した 上又 尿 採 取 は,外 尿 道 口 に適 量 の 脱

脂 綿 を あ て ビニ ー ル テ ー プで 固定 し, 24時 間の 尿 を

脱 脂綿 に 吸 い取 っ た.こ の 間 実 験動 物 に は水 の み を

与 えた.

4. 3H-bilirubin sulfate及 び3H-bilirubinの 負 荷

方 法

ラ ッ ト腸 管 の 幽 門 輪 及 び それ よ り肛 門 側5cmの

部 位,回 腸 末 端 部 及 び そ れ よ り口側5cmの 部 位,

結 腸 起 始 部 及 び そ れ よ り肛 門 側5cmの 部 位 を そ れ

ぞれ 結 紮 し, (isolated)duodenal segmet(隔 離)

十 二 指 腸 部, (isolated)small intestinal segment

(隔 離)小 腸 部, (isolated)large intestinal seg

ment(隔 離)大 腸 部 と した.各 腸 管 部 位 に試 料 溶 液

0.5mlず つ 注 射 器 で 注 入 した.負 荷 試 料 は3H-bili

rubin sulfateはpool rat bileに 溶 解 した もの(総

cholesterol 102.4mg/dl, bileacid 3.11mg/dl,

 bilirubin 6.90mg/dl, pH 6.8),ま た は生 理 的 食 塩

水 に 溶 解 した もの(bilirubin 9.50mg/dl, pH 6.8)

を用 い た. 3H-bilirubinは0.1N-NaOH 1mlに 溶 解

後pool rat bile 10mlを 加 え,き ら に0.1 N-HCl

 1mlを 加 え中 和 した もの(cholesterol 85.9mg/dl,

 bile acid 2.54mg/dl, bilirubin 7.20mg/dl, pH

 6.8)を 使 用 し た.

5. bilirubin sulfateの 定 性 試 験

合成 したbilirubin sulfateの 性 状 を確 認 す る た

め, Ehrlich氏diazo反 応, Ehrlich氏aldehyde

反 応, Schlesinger反 応及 びGmelin反 応 を行 っ た.

6. charcoal columnに 非 吸 着 の 放 射 活 性測 定

活 性 炭 粉 未(片 山 化学)とcelite 545(片 山化 学)

を1:1, W/Wに 混ぜ, ethanol 95%, 75%, 50%,

 25%,水 の順 で活 性 化 して 直径1cm,高 さ3cmの

columnを 作 製 した.負 荷 試 料 及 び負 荷 後0～4時

間 の胆 汁 そ れ ぞ れ0.2, 0.4, 0.8, 1.6mlをcolu㎜

に 流下 させ 試 料 の 液 面 がcolu㎜ か ら消 失 したの ち,

 3H -bilirubin sulfate及 び胆 汁 で はcolu㎜ の3倍

容 の 水 を,又3H-bilirubinはcolumnの3倍 容 の

0.1N-NaOHを 流 下 させ た 後 の 流 下 液 を前 者 はそ の

まま後 者 は0.1N-HClで 中和 後 放 射 活 性 を測 定 した.

7. paper chromatography1

) 試 料

3H -bilirubin sulfateま た は3H-bihrubin負 荷 後

0-4時 間 ま で に採 取 した 胆汁 を,前 者 で は 胆汁10

mlに0.1N-NaOH 15mlを 加 え室 温 下 で30分 放置 し

た後, Weberら23)の 成 績 よ りbilirubin sulfateを

6N-HClで 強 酸 性(pH 2.0以 下)と し てchloro

form 100, 150, 150mlで3回 抽 出 を し, chloroform

層 を 濾 過 した 濾 液 を減 圧 乾 固 した もの と,後 者 の胆

汁 を飽 和 硫 酸 ア ンモニ ウム で塩 析 後methanol抽 出,

濾 別 後 減 圧乾 固 した胆 汁 色 素 及 び合 成3H-bilirubin

 sulfateを 試 料 と した.

2) 固 定 相 と展 開 液

固 定 相 と して 東 洋 濾 紙No. 50を 使 用 した.展 開 液

はn-butanol: ethanol:水(4:1:2, V/Vを 使

用 し た.

3) 展 開

固 定 相 上 に試 料 をmethanolに 溶 解 し,巾0.3cm

以 内のbandと して,合 成3H-bilirubin sulfateは

1.22×104cpm/25μl, 3H-bilirubin sulfate腸 管 負

荷 後 の 胆 汁 色 素9561cpm/25μl, 3H-bilirubin負 荷

後 の胆 汁 色 素1.54×104cpm/25μl,を 塗 布 し乾 燥 後,

これ を原 点 と して室 温 下(15℃ ～20℃)暗 所 で一 次

元 上 昇 法 に よ り展 開 した 上展 開前 線 が約16cmに 達

した時 展 開 を 中止 して十 分 乾 燥 させ た.

8. 放 射 活 性 の測 定

scintillatorはPP○4.0g, POPOP0.1gをtoluene

 750ml, ethanol 250mlに 溶 解 し作 成 した 上 測定 は

scintillator 14mlに 試 料 溶 液0.2mlを 加 えBeck

man社 製LS-100C scintillation counterで5分

間 測 定 した.

1) 胆汁 と尿 の 放 射 活 性 測 定

経 時 的 に 採 取 した 胆 汁 お の お の0.2mlを,又 尿 は

脱 脂 綿 に 吸 収 させ 採 取 した もの を十 分 に乾 燥 後5ml

の 水 で 抽 出 し,そ の0.2mlを 測 定 試 料 と した.

2) 臓 器 の 残 存 放 射 活 性 の 測 定

各 臓 器 の残 存 放 射 活 性 の測 定 は, Wistar系 ラ ッ

トー 群3匹 を用 い,負 荷 試 料3H-bilirubin sulfate
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4.88×105dpm/0.5mlま た は3H-bilirubin 7.32×105

dpm/0.5mlを 小 腸 部 に 負荷 後24時 間 までの胆 汁 と尿

を一 括採 取 後,実 験 動 物 を屠 殺 し,肝 臓,脾 臓,腎

臓 及 び 負 荷 小腸 部 を摘 出 して す りつ ぶ し生 理 的 食塩

水 で10倍 に 稀釈 し,そ の0.2mlをscintillator 14ml

に加 え測 定 した.

3) paper chromatogramの 放射 活 性 の 測 定

paper chromatogramの 原 点 よ り下0.5cmか ら上

方 へ1cm毎 の 帯 と して 切 り出 し,そ れ ぞれ をmet

hanol 1mlに 溶 出 後 そ の0.2mlをscintillator 14

mlに 加 え測 定 した.

Ⅲ　 実 験 成 績

1. 合 成3H-bilirubin sulfateの 定 性 試 験

3H-bilirubin sulfateはGmelin反 応 陽 性 ,直 接

diazo反 応 陽性, Ehrlich氏aldehyde反 応 陰 性 及

びSchlesinger反 応 陰 性 で直 接 型bilirubinの 性

状 と一 致 した.

2. 負 荷 試 料3H-bilirubin sulfate及 び3H-bili

rubinの 活 性炭 非 吸 着 放 射活 性

Fig. 1 Radioactivity in the effluent of 
commercial 3H-bilirubin(TB) and 
synthetic 3H-bilirubin sulfate(TB
S) on charcoal column

Table 1 Bile volume collected after loading of 3H-bilirubin sulfate (TBS) or 3H-bilirubin(TB) into

 the isolated intestinal segments of heterozygous Gunn rats (G) or Wistar strain rats (W)

A: TBS dissolved in pool rat bile

B: TBS dissolved in saline

C: TB dissolved in pool rat bile 

expressed in mean value (ml)•}SD 5 male rats, 

350-400g by weight used for each experiment

Table 2 Recovery of radioactivity in the bile and urine collected after loading of 3H-bilirubin
 sulfate (TBS) into the isolated intestinal segments of heterozygous Gunn rats

A: TBS dissolved in pool rat bile

B: TBS dissolved in saline 
expressed in mean value (%) 5 male rats, 

350-400g by weight used for each experiment

負 荷 試 料 で あ る3H-bilirubin sulfate(22,743dpm/

0.1ml, bilirubin 9.50mg/dl), 3H-bi1irubin(123,566

dpm/0.1ml, bilirubin 7.20mg/dl)溶 液 を そ れ ぞ れ

charcoal columnに お の お の3試 料 に つ い て そ れ ぞ

れ0.2, 0.4, 0.8, 1.6mlず つ 負 荷 し,そ の 流 下 液
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4.5, 5.0, 6.5ml, 24時 間 で 平 均13.0mlの 胆 汁 排 泄

が あ った.

Fig. 2 Recovery of radioactivity in the 
bile collected after loading of 
3H-bilirubin sulfate TBS) into 

the isolated intestinal segments 
of heterozygous Gunn rats

A: TBS dissolved in pool at bile

B: TBS dissolved in saline

expressed in mean value(%)•}SD

5 male rats. 350-400g by weight used for each experiment

4. 3H-bilirubin sulfate, 3H-bilirubin腸 管 負 荷

後胆 汁 中及 び 尿 中へ の 放 射 活 性 の 排 泄 率

1) Gunn ratの 腸 管 へ3H-bilirubin sulfate負 荷

後 の胆 汁 と尿 中へ の 放 射 活 性 排 泄 率

Gunn ratの 腸 管 内 に3H-bilirubin sulfateを

pool ratbileに 溶 解 し負 荷 し た群 と,生 理 的 食 塩

水 に 溶解 し負 荷 した 群 の経 時 的 胆 汁 中,尿 中 放 射活

性 の 排 泄 率 を 平 均 値 で 示 した の が,表2で あ る.

 pool ratbileで 溶 解 した 負 荷 試 料 群 で は,十 二指

腸部,小 腸 部,大 腸 部 に負 荷後24時 間 迄 の胆 汁 中放

射活 性 排 泄 率 は平 均3.05%, 4.56%, 4.23%で,尿

中排 泄 率 は, 0.56%, 0.81%, 0.67%で あ った 上生

理 的食 塩 水 に溶 解 した負 荷 試 料 群 では24時 間 迄 の胆

汁 中へ の排 泄 率 は,そ れ ぞ れ平 均2.90%, 4.16%,

中 放 射 活 性 の負 荷 量 に対 す る放 射 活 性 の100分 率 は

図1に 示 す ご と くで0.2, 0.4, 0.8ml負 荷 で3H-bil

irubin su1fateで は2.9±0.11(SD)%, 2.5±0.14

%, 3.1±0.05%,平 均2,8%, 3H-bilirubinで は2.7

±0.18(SD)%, 2.6±0.06%, 2.9±0.18%,平 均

2.7%認 め られ 両 者 に は差 は な か った.こ の 流 下 液

はGmelin反 応, Ehrlich氏diazo反 応 共 に陰 性 で,

か つpentdyopent反 応17)も 陰 性 で あ った 上 又1.6ml

負 荷 で は,両 者 と もGmelin反 応 陽性, diazo反 応

陽性 のbilirubinと 考 え ら れ る 黄 色 物 質 を 微 量 認

め た.

Table 3 Recovery of radioactivity in the bile and urine collected after loading of 3H-bilirubin sul
fate (TBS)and 3H-bilirubin(TB) into the isolated intestinal segments of Wistar strain rats

A: TBS dissolved in pool rat bile ** p<0.005

B: TB dissolved in pool rat bile * p<0.05 

expressed in mean value (%) 

5 male rats, 350-400g by weight used for each experiment

3. ラ ッ ト腸 管 へ3H-bilirubin sulfate, 3H-bili

rubin負 荷後 の胆 汁 量

表1に 示 した各 腸 管 部 位 へ の 負荷 後2, 4, 6,

 8時 間 で の全 体 の 胆 汁 量 の 平 均 は それ ぞれ1. 7, 3.4,

 3.58%で,尿 中排 泄 率 は0.62%, 0.79%, 0.89%で

あ った.胆 汁,生 理 的 食 塩 水 溶 解 負 荷 試 料 群 の 経 時

的排 泄 率 をそれ ぞれ比 較 す る と有 意 の 差 は なか った.

 0～2, 0～4, 0～6, 0～8, 0～24時 間 の 排

泄 率 を比 較 した の が 図2で あ る.

2) Wistar系 ラ ッ トの腸 管 内 に3H-bilirubin sul

fate及 び3H-bilirubinをpoolratbileに 溶 解 し

た試 料 を負 荷 後 経 時 的 に 胆 汁 中,尿 中へ 排 泄 され た

放 射 活 性 の 排 泄 率 を平 均 値 で示 したのが 表3で ある.

 3H -bilirubin sulfate負 荷 群 で は十 二 指 腸 部
,小 腸

部,大 腸 部 に負 荷 後24時 間 迄 の胆 汁 中 放 射活 性排 泄

率 は平 均2.58%, 4上41%, 4.33%で あ った.尿 中排

泄 率 は0.40%, 0.96%, 0.73%で あ っ た. 3H-bili

rubin負 荷 群 で は24時 間 迄 の胆 汁 中 排 泄 率 は,そ れ

ぞれ8.55%, 7.35%, 3.77%,尿 中 排 泄 率 は1.39%,
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0.86%, 0.56%で あ っ た せ経 時 的 排 泄 率 を, 3H-bi

lirubin sulfateと3H-bilirubin負 荷 群 の 胆 汁 中 放

射 活 性 の 排 泄 率 で 比 較 す る と, 3H-bilirubin負 荷 で

は, 3H-bilirubin sulfate負 荷 に 比 し,十 二 指 腸 部,

小 腸部 へ の負 荷 の順 に有 意 に よ く胆 汁 中 に排 泄 され

(十 二 指 腸 部: n=9, t=8.42, P<0.001;小 腸 部

: n=9, t=4.04, P<0.005),大 腸 部 へ の負 荷 で

は 有 意 差 は な か っ た せ又3H-bilirubin負 荷 群 で,十

二 指 腸部 へ の負 荷 群 と小 腸部 へ の負 荷 群 で は有 意 差

はな い が,大 腸 部 へ の 負 荷 群 に 比 し有 意 に よ く胆 汁

中1に排泄 され た. 0～2, 0～4, 0～6, 0～8,

 0～24時 間 の排 泄 率 を示 した の が 図3で あ る.

Fig. 3 Recovery of radioactivity in the 
bile collected after loading of 3H
-bilirubin sulfate (TBS) and 3H

-bilirubin (TB) into the isolated 
intestinal segments of Wistar s
train rats

A: TOS dissolved in oool rat bile

B: TB dissolved in oool rat bile

expressed in mean value(%)-SD
5 male rats. 350-400g by weight used for each experiment

Fig. 4 Recovery of radioactivity in 
the bile collected after loading 
of 3H-bilirubin sulfate(TBS) into 
the isolated intestinal segments 
of heterozygous Gunn rats and 
Wistar strain rats (W)

TBS dissolved in pool rat bile

expressed in mean value(%)•}SD

5 male rats. 350-400g by weight used for each experiment

3) Gunn rat, Wistar系 ラ ッ ト腸 管 内へ3H-bili

rubin sulfate負 荷 後 の胆 汁 中 及 び尿 中 放 射 活 性 排

泄 率

Gunn ratま た はWistar系 ラ ッ トの 腸 管 内 に3H-

bilirubin sulfateをpool rat bileに 溶 解 した試 料

を負 荷後 の経 時 的胆 汁 中,尿 中放 射 活 性 の排 泄 率 を

表2と3に 示 した.

Gunn ratの 十 二 指 腸 部,小 腸 部,大 腸 部 に負荷後

24時 間 迄の 胆 汁 中 放 射 活 性 排 泄 率 は平 均3.05%,

 4.56%, 4.23%で あ っ た.尿 中 排 泄 率 は0.56%,

 0.81%, 0.67%で あ っ た. Wistar系 ラ ッ トで は24

時 間迄 の胆 汁 中排 泄 率 は2.58%, 4.41%, 4.33%,

尿 中排 泄 率 は, 0.40%, 0.96%, 0.73%で あ っ た. 

Gunn rat, Wistar系 ラ ッ トの胆 汁 中放 射 活 性 の 排

泄 率 は両 群 間 に有 意 の 差 は な か った. 0～2, 0～

4, 0～6, 0～8, 0～24時 間 の排 泄 率 を示 した

の が 図4で あ る上

5. ラ ッ ト腸 管 へ3H-bilirubin sulfate, 3H-bili

rubin負 荷 後24時 間 で の臓 器 放 射 活 性(残 存 率)

肝 臓,脾 臓,腎 臓 及 び負 荷 小 腸 部 に試 料 負 荷 後24

時 間 の残 存 放 射 活 性 を負 荷 量 に対 す る残 存 率 と して

表 4に 示 した.

Table 4 Distribution of recovered radioactivity in the bile and urine for 24 hrs. and remained 
radioactivity in the several organs after loading of 3H-bilirubin sulfate.(TBS) and 3H

- bilirubin (TB) into the isolated small intestinal segment of Wistar strain rats.

expressed in mean value (%)

3 male rats, 350-400g by weight used for each experiment

6. H-bilirubin sulfate, 3H-bilirubin負 荷 後 の
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胆汁中の活性炭非吸着放射活性

Fig. 5 Radioactivity in the effluent of 
rat bile collected after loading 
of H3-bilirubin (TB) and H3-bilir
ubin sulfate (TBS) on charcoal 
column

Fig. 6 Radiopaperchromatogram of the 
bile pigments extracted from the 
bile collected after loading of 

3H-bilirubin sulfate(TBS) and3H

- bilirubin (TB)

3H -bilirubin sulfateを ラ ッ ト3匹 の 腸 管 内 に負

荷 後0～4時 間 迄 にえ られ た プ ー ル胆 汁(1.81×104

dpm/ml, bilirubin 2.45mg/dl)あ る い は 同 様 に し

て3匹 の ラ ッ トに3H-bilirubin負 荷 後 の プ ー ル胆

汁(5.19×104dpm/ml, bilirubin4上15㎎/dl)を そ

れ ぞれcharcoal columpに0.2, 0.4, 0.8, 1.6ml

ず つ 負 荷 し,そ の流 下 液 中 の 負 荷 放 射 活 性 に対 す る

放 射 活 性 の100分 率 を求 め た(図5). 3H-bilirubin

 sulfate 0.2, 0.4, 0.8ml負 荷 で1.9±0.08(SD)%,

 2.2±0.08%, 2.1±0.08%,平 均2.1%, 3H-biliru

bin負 荷 で, 2.1±0.52(SD))%, 2.0±0.30%, 2.6

±0.79%,平 均2.2%認 め られ,こ の 流 下 液 は, Gm

elin反 応, Ehrlich氏diazo反 応, Ehrlich氏alde

hyde反 応, Schlesinger反 応, pentdyopent17)反 応

すべて 陰 性 で あっ た上1.6ml負 荷 で は 流下 液 にGme

lin反 応 陽 性, Ehrlich氏diazo反 応 陽 性 のbiliru

binと 考 え られ る黄 色 物 質 を認 め た せ以上 よ りbili

rubinか ら遊 離 し た と考 え られ る3Hは3%以 下 で

あっ た.

7. 3H-bilirubin sulfate, 3H-bilirubin負 荷 後 の

胆 汁色 素 のradiopaper chromatogram(図6)

合 成3H-bilirubin sulfateのpaper chromatog

ramで はRf値0.12と0.26の 分 画 に 放 射 活 性 のpeak

を認 め た. 3H-bilirubin sulfate負 荷 後 のalkali前

処 置 を加 えた胆 汁 中bilirubinも 同様 に0.12, 0.26

のRf値 に一 致 して放 射 活 性 のpeakを 認 め た. 3H-

bilirubin負 荷 後 の 胆 汁 中bilirubinで はRf値0.26,

 0.35に 放 射 活 性 のpeakを 認 め た.前 者 の放 射 活 性

の全 回収 率 は平 均92.4%でRf値0.12, 0.26にpeak

を認 め た帯 の 放 射 活 性 の 和 は82.5, 86.8, 81.5%平

均83上5%で あ っ た.後 者 の全 回収 率 は平 均88.9%で

Rf値0.26, 0.35にpeakを 認 め た 帯 の放 射活 性 の和

は79.2, 88.5, 83.5%平 均83.7%で あ った.又 後 者

の3H-bilirubin負 荷 後 の 胆 汁 をalkali前 処置 を し

た後 の試 料 を展 開す る と放 射 活 性 の大 部 分 が 原点 に

と どま り, Rf値0.26, 0.35にpeakと して 認 め られ

な か った.

総括 と考 案

従 来 生 理 的 に み とめ られ る血 清 直 接 型bilirubin

は 腸 管 よ り吸収 され た 直 接型bilirubinと 考 え られ

て い た.し か しbilirubinの 腸 管 よ りの吸 収 につ い

て は 教 室 藤 井1), Arias11)等 の 報 告 が あ るが,藤 井 の

報 告 はbilirubinを 大 量 負 荷 す る もの で生 理 的 な吸

収 を知 る 上 で は,や や 問 題 が あ る上 そ こで 直接 型

bilirubinの 腸 管 よ りの 吸 収 を知 る目 的 で3H-bili

robinを 使 用 しbilirubin sulfateを 作 成 し,腸 管

よ りの吸 収 につ い て, (1)腸 管 部 位 に よ る吸 収 の 差,

 (2)bilirubinの 腸 管 よ りの 吸 収 の 形 態(直 接 型bili

rubinか 間 接 型bilirubinか), (3)胆 汁 中 へ の排 泄

率 とそ の性 状 に つ い て 検 討 し た.

まず実 験 に お い て負 荷 試 料 がWilzbach法 に よ り

標識 され た3H-bilirubinで あ り,体 内 に お い て 水 素

イ オ ン との 置 換 の 可 能 性 が あ る.そ こでcharcoal

 colu㎜ に よ りbilirubinと は遊 離 した3Hの 放 射 活

性 を測 定 し た が全 体 の3%以 下 で 無 視 し うる こ とを
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確 認 した.ま た,腸 管 に試 料 を負 荷 後 尿 中 にに認 め ら

れ た放 射 活 性 は腸 管 あ る いは 体 内 に お いて 遊 離 した

と考 え られ,体 内で3Hと 水 素 との 間 に置 換 が 起 った

とす れ ば,腸 管 よ りの吸 収 は 尿 中 排 泄 放 射 活 性 分

だ け 多 くな る が,遊 離 部 位 を 明 らか に しえ な いた

め,胆 汁 中 に排泄 され た放 射 活 性 の み を測 定 対 象 と

した.

間 接 型bilirubinあ るい は直 接diazo反 応 を示 す

bilirubin sulfateを 腸 管 に負 荷 し, 24時 間 迄 の胆 汁

中へ の排 泄 率 を み る と,十 二 指 腸 部,小 腸部,大 腸

部 で 直 接 型bilirubinは 間接 型bilirubinに 比 し吸

収 され にくい とす る従 来 の成1) 2) 3) 19)に一 致 した.

近 藤 ら3)は3H-bilirubinを 腸 管 に負 荷 後 胆 汁 中 に排

泄 され た 抱 合型3H-bilirubinよ りester型biliru

binを 分 画精 製4)し た の ち,ラ ッ ト腸 管 に負 荷 し18時

間 迄の 胆 汁 中 への 排泄 を み てい るが十 二 指腸 部,空 腸

部,大 腸 部 ともほ ぼ等 し く4.1%, 4.0%, 3.9%と して い

る.著 者 の成 績 で は3H-bilirubin sulfateで 負 荷 部

位 によ る有 意 差 はな い が,小 腸 部,大 腸 部,十 二 指

腸 部 の 順 に よ く吸 収 され る傾 向 が み られ た.又,

 3H-bilirubin負 荷 で は,十 二 指 腸部,小 腸 部,大 腸

部 の順 に よ く吸収 され,十 二 指 腸 部,小 腸 部 負荷 で

は,直 接 型bilirubinで あ るbilirubin sulfateと

こ とな り有 意 に よ く吸 収 され た が,大 腸 部 負 荷 で は

有意 差 は なか った.藤 井20)は 間接 型bilirubinの 腸

管 吸 収 部 位 につ い て 十 二 指 腸,一 部 空 腸 お よ び回

腸 よ り吸収 され大 腸 よ りは ほ とん ど吸収 され な い と

報 告 した の に一 致 して い る.

直 接 型bilirubinは 間接 型bilirubinに 比 較 して

きわ め て 吸収 され に くいが,こ の 場 合 抱 合 され た ま

まの 型 で 腸管 壁 よ り吸 収 され るか,腸 管 内 で 遊離 型

にな った の ちに 吸収 され るか につ い て,藤 井10)は イ

ヌの 実 験 で,小 腸 内細 菌,腸 液,膵 リパ ーゼ な どの

腸 管 内諸 物 質 はそれぞれ単 独 で は腸 管 内 直 接型bili

rubinの 間 接 化 は行 な い え な い こ とを報 告 し,腸 管

内bilirubinが 吸 収 され る際 に直 接 型bilirubinが

間接 型bilirubinに 変 化 す る過 程 を証 明 し えな か っ

た.近 藤 ら3)も,ラ ッ トの腸 管 内 容 物 に よ る胆 汁 中

抱 合 型bilirubinの 間接 型bilirubinへ の 転換 を検

討 した が,そ の転 換 は8時 間 で1.65%に す ぎず,ま

た腸 管 内 容 物 の β-glucuronidase活 性 と は直 接 の

相 関 性 を認 め な か っ た.一 方Ariasら11)はhomo

zygous Gunn ratに つ い て抱 合 型14C-bilirubinを

腸 管 内 に入 れ,そ の 吸 収 を検 討 した実 験 か ら抱 合 型

bilirubinが そ の ま ま の 型 で 吸収 され る の な らば間

接 型14C-bilirubinと して は体 内 に残 らな い はず で

あ るが,実 験 で は間 接 型14C-bilirubinが 血 清 中 に

残 るこ とか ら直 接 型bilirubinは そ の ま ま の型 で は

吸 収 され ない もの と考 え た.一 方Okolicsanyら12)

やAcocellaら13)は 閉塞 性 黄疽 時 にbilirubin glu

curonideが 肝 のlysosomalβ-glucuronidaseで 脱

抱 合 を受 けて 間 接 型bilirubinと な り血 中 に逆 流 す

る と報 告 して い る. Acocellaら の 成 績 か ら直 接 型

bilirubinが 腸 管 か ら そ の ま まの型 で 吸収 され,体

内で 間 接 化 され る こ と も考 え られ,直 接 型bilirubin

が吸 収 され や す い間 接 型bilirubinへ 転 換 す るか ど

うか い まだ 明 確 で な い. bilirubin glucuronideは

前 述 の ご と く β-glucuronidaseに よ って 遊 離 型 に

な るの で 今 回 β-glucuronidaseの 影 響 を 受 けな い

直 接 型bilirubinで あ るbilirubin sulfateを 使 用

したがbilirubin sulfateもsulfatase21)が 成 熟 赤 血

球 を の ぞ く組 織 に あ る こ とよ り水 解 して 遊 離 の

bilirubinと して 吸 収 され る可 能 性 が あ る,そ こ で

胆 汁 中 に排 泄 され たbilirubinがbilirubin sulfate

で あ るか否 か が 問題 とな る が, 3H-bilirubin sulfate

を腸 管へ負 荷 後 胆 汁 中に排 泄 された胆 汁 色 素のpaper

 chromatographyに よ る検 討 で,腸 管負 荷 前 の試 料

3H -bilirubin sulfateのRf値0 .12, 0.26に 一 致 し

て, alkaliで 前 処 置 した排 泄 胆 汁 中bilirubinの 放

射 活 性 のpeakが 認 め られ た.こ の 事 実 はbiliru

binが 遊 離 され た場 合 に は大 部 分 がbilirubin glu

curonideと な る と考 え られ,ま たbilirubin sulfate

の他 の部 位 に他 の 抱 合 が 起 れ ばRf値 の違 い が 認 め

ら れ る 筈 で あ りbilirubin sulfateが そ の ま ま の型

で排 泄 され る こ とを強 く支 持 した. bilirubin sulf

ateはalkaliに 安 定 な 直 接 型bilirubinで,し か も,

 Isselbacher & McCarthy7)は この 物 質 が β-glucu

ronidaseに よ っ て加 水 分解 されな い の で, glucuron

酸 を 含 んで い な い こ と を示 し,教 室 渡 部18)は ラ ッ ト

を用 い 尾 静 脈 よ り3H-bilirubin sulfateを 負 荷 し,

そ れ が 胆汁 中 に排 泄 され る際, glucuron酸 抱 合 又

は 分 解 等 の 変 化 を受 け な い で そ の ま ま の 型 で 排

泄 され るとす る成 績 と一 致 した 上化 学 的 に合 成 され た

bilirubin sulfateが 天 然 のbilirubin sulfateと 同

一 物 で あ る か に つ い て は , paper chromatograph

法18)や 分 光 化 学 的 検 討22)に よ り同一 性 状 を示 す こ と

よ り同一 物 と考 えて よ い と思 わ れ る上 以上 よ り腸 管

に負 荷 され たbilirubin sulfateは 微 量 で は あ るが,

そ の まま の 型 で 腸 管 壁 よ り吸 収 され 胆 汁 中 に排 泄 さ

れ る もの と考 えた.
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化 学 的 に 合 成 した3H-bilirubin sulfateと3H-

bilirubinをpool rat bileあ るい は生 理 的 食 塩 水 に

溶 解 し, heterozygous Gunn rat, Wistar系 ラ ッ

トの 十二 指 腸 部,小 腸 部,大 腸部 に負 荷 し経 時 的 に

採 取 され た 胆汁,尿 中 へ の 放 射 活性 の排 泄 状 態 を検

討 し次 の 結 果 を えた.

1) 3H-bilirubin sulfateをGunn rat, Wistar系

ラ ッ ト腸 管 に負 荷 後,胆 汁,尿 中 へ の 放射 活 性 排 泄

率 は24時 間 でGunn ratで は,十 二 指 腸 部 負 荷 で

3.05%, 0.56%,小 腸 部 負荷 で4.56%, 0.81%,大

腸 部 負 荷 で4.23%, 0.67%で あ っ た. Wistar系 ラ

ッ トで は,十 二 指 腸 部 負 荷 で2.58%, 0.40%,小 腸

部 負 荷 で4.41%, 0.96%,大 腸 部 負 荷 で4.33%,

 0.73%で あ った. Gunn rat, Wistar系 ラ ッ トの 二

群 間の 排 泄 率 の 差 は な か っ た.

3H-bihrubin sulfateを 溶媒pool rat bileあ る

い は生 理 的 食塩 水 に し, Gunn rat各 腸管 部位 に負

荷後 胆 汁 中,尿 中へ の 放 射活 性 排 泄 率 は24時 間 で胆

汁 に 溶 解 し た試 料 で は 十 二 指 腸 部 負 荷 で3.05%,

 0.56%,小 腸 部 負 荷 で4.56%, 0.81%,大 陽 部 負 荷

で4.23%, 0.67%で あ った.生 理 的 食 塩 水 に溶 解 し

た試 料 で は,十 二 指 腸 部 負 荷 で2.90%, 0.62%,小

腸 部 負 荷 で4.16%, 0.79%,大 腸 部 負 荷 で3.58%, 

0.89%で あ っ た.試 料 溶 媒 を胆 汁 あ る い は生 理 的 食

塩 水 にす る こ と に よ る排 泄 率 の差 は な か った.

bilirubin sulfateの 小 腸 部,大 腸 部 負 荷 で十 二 指

腸 部負 荷 よ り排 泄 率 が有 意 差 は な い が高 い 傾 向 に あ

った.

2) 3H-bilirubinをWistar系 ラ ッ トの 腸管 に 負 荷

後,胆 汁,尿 中へ の 放 射 活 性 排 泄 率 は24時 間 で 十 二

指 腸 部 負 荷 で8.55%, 1.39%,小 腸 部 負 荷 で7.35%, 

0.86%,大 腸 部 負 荷 で3.70%, 0.56%で あ っ た 上十

二 指 腸 部,小 腸 部 負 荷 の 順 に, bilirubin sulfateに

比 し有 意 に よ く排 泄 され た が,大 腸 部 負 荷 で は両 者

に差 が なか っ た.

3) 3H-bilirubin sulfateは そ の ま ま の 型 で 腸管 よ

り吸 収 され胆 汁 中 にに排 泄 され る もの と考 え られ た.

本 論文 は小 坂 淳 夫 岡山大学 長,近 藤忠亮 講師 の厚い御

指導 を頂 いた上記 して深 く謝 意 を表 します.

文 献

1) 藤 井 弘 吉:ビ リル ビ ンの腸 管 内 吸 収 にに関す る実 験 的 研 究,第1編 ビ リル ビ ンの 腸 管 内吸 収 機転 に つ い て 上

岡 山 医誌, 64:別 巻 第4号, 1-12, 1952.

2) Lester R. & Schmid, R.: Intestinal Absorption of Bile Pigment, New Engl, J. Med., 269

: 178-182, 1963.

3) 近 藤 忠 亮,河 合 利 夫,高 木 明一 郎,山 本 武 彦: 3H-Bilirubinに によ る腸 管 内 吸 収 実 験,日 消 誌, 65: 282,

 1968.

4) 原 嘉 之:胆 汁 色 素 に 関 す る研 究,第1編 生 体Bilirubin各 分 画 のChloroform抽 出 性 並 に其 定 量 法 に就

て,医 学 研 究, 22: 536-550, 1952.

5) Billing, B. H. & Lathe, G. H.. The excretion of bilirubin as an ester glucuronide, giving the 

direct Van den Bergh reaction, Biochem. J., 63: 6p, 1956.

6) Isselbacher, K. J. & Me Carthy, E. A.: Identification of a sulfate conjugate of bilirubin in bile,

 Biochim. Biophys. Acta, 29: 658-659, 1958.

7) Isselbacher, K. J. & McCarthy, E. A.: Studies on bilirubin sulfate and other nonglucuronide

 conjugates of bilirubin, Clin. Invest. 38: 645-651, 1959.

8) 近 藤忠 亮:胆 汁 色 素 の 呈 色 反 応,機 構,日 消 誌, 63: 513-515, 1966.

9) 河 合 利 夫:直 接bilirubinに 関 す る研 究,第1編Bilirubin phosphate分 画 に 関 す る研 究,岡 山 医誌, 84

: 321-330, 1972.

10) 藤 井弘 吉:ビ リル ビンの 腸 管 内 吸 収 に 関 す る実 験 的研 究 ・第3編 腸 管 内 直 接 ビリル ビンの 間 接 化 に関 す る

検 討,岡 山 医誌, 64:別 巻 第4号, 19-28, 1952.



硫酸抱合型bilirubinの 腸管吸収に関する研究　 597

11) Arias, I. M., Johnson, L. & Wolfson, S.: Biliary excretion of injected conjugated and uncon

jugated bilirubin by normal and Gunn rats, Amer, J. Physiol., 200, 1091-1094, 1961.

12) Okolicsany, L., Magnenat, P. & Frei, J.: Deconjugation of bilirubin glucuronide by the liver, 

Lancet, 1: 1173-1174, 1968.

13) Acocella, G., Tenconi, L. T., Aemas Merino, R., Raia, S. & Billing, B. H.: Does deconjuga

tion of bilirubin glucuronide occur in obstructive jaundice ?, Lancet, 1: 68-69, 1968.

14) Gunn, C. K.: Hereditary acholuric jaundice in rat, Canad. Med. Ass. J., 50: 230-234, 1944.

15) Wilzbach, K. E.: Tritium-labeling by exposure of organic compounds to tritium gas, J, Amer. 

Chem. Soc., 79: 1013, 1957.

16) Watson, C. J.: Colour Reaction of. Bilirubin With Sulfuric Acid: A Direct Diazo-Reaction

 Bilirubin Sulfate, Science, 128: 142-143, 1958.

17) V. Dobeneck, H.: Die Stokvis-Reaktion (Pentdyopent-Reaktion,), Z. Klin. Chem., 4: 137, 1966.

18) 渡 部 寛:硫 酸 抱 合 型bilirubinに 関 す る研 究,第1編Heterozygote Gunn ratの 胆 汁 中 へ の 硫 酸抱 合 型

bilirubinの 排 泄 能,岡 山 医 誌, 87: 687-696, 1975.

19) 山 本 俊夫:ビ リル ビ ンの 吸収,最 新 医 学, 20: 3106-3113, 1965.

20) 藤 井弘 吉:ビ リル ビ ンの 腸管 内吸 収 に関 す る研 究,第2編 ビ リル ビ ンの 腸 管 内 吸収 部 位 に就 て,岡 山医 誌,

 64:別 巻 第4号, 13-19, 1952.

21) Morgan, L. R., Samuels, M. S., Thomas, W., Krementz, T. & Meeker, W.: Arylsulfatase B 

in colorectal cancer, Cancer, 36: 2337-2345, 1975.

22) 近 藤 忠 亮,広 畑 衛,瀬 尾 憲 司:間 接ibilirubinと 直接bilirubinのAzo色 素 の 吸収 曲線,岡 山 医誌, 85

: 161-164, 1973.

23) Weber, A. P. & Schalm, L.: Evidence against "Bilirubin sulphate", Acta. Med. Scand., 177 

519-526, 1965.



598　 中 村 教 夫

Studies on bile pigment 

Part 2. Intestinal absorption of bilirubin sulfate

Norio N AKAMURA

The First Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

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

Intestinal absorption of direct bilirubin was studied with chemically synthetic 3H-bilirubin 

sulfate which was alkali-stable, and compared to that of commercial 3H-bilirubin. 3H-bilirubin 
sulfate and 3H-bilirubin was loaded into three isolated intestinal segments, that is, the (iso
lated) duodenal segment, the (isolated) small intestinal segment and the (isolated) large in
testinal segment of heterozygous Gunn rats and Wistar strain rats. After loading of bilirubins, 
biles and urines were collected at intervals of 2 hours up to 8 and from 8 to 24 hours. Radio
activity of the excreted biles and urines was studied and resulted as follows:

1) After loading of 3H-bilirubin sulfate dissolved in physiological saline into the three each 
segment of Gunn rats or Wistar strain rats, ratios of the excreted radioactivity into bile were 
not significantly different between them.
2) After 3H-bilirubin sulfate was dissolved in pool rat bile or physiological saline, the two 
each sample was loaded into the three each segment of Gunn rats. The difference of the ex
creted ratio was not significant between them.
3) In case of loading of 3H-bilirubin sulfate into the small intestinal segment and the large 
intestinal segment in comparison of the duodenal segment, the ratio of excreted radioactivity 
into the bile was higher.

4) After 3H-bilirubin sulfate or 3H-bilirubin was dissolved in pool rat bile, the sample was 
loaded into the three each segment of Wistar strain rats. The biliary excretion within 24 hours 
following the loading of 3H-bilirubin sulfate into the duodenal, small intestinal and large 
intestinal segment were 2.58, 4.41 and 4.33%, and loading 3H-bilirubin, were 8.55, 7.35 and 
3.70%, respectively. Difference between the excretion ratio of 3H-bilirubin sulfate loading 

group and 3H-bilirubin loading group was significant when loaded into the duodenal and small 
intestinal segment. But there was no difference between the excretion ratio of 3 H-bilirubin 
sulfate loading and 3H-bilirubin loading into the large intestinal segment.
5) It was suggested that 3H-bilirubin sulfate was absorbed from intestinal mucosa and excreted 
into biliary tract without any change of its nature.


