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1930年O. Warburg & E. Negelein1)が 血 色素よ

り調製 したherniaをpyridine水 に溶解 し, cyatein,

 glycerinaldehyde, hydrazin等 の還元剤を加え,分

子酸素を作用 させて,鉄 を含む色素を得,“grrinnea

 Haemin"と 命 名 して以 来,試 験管内での血色素よ

り胆汁色素生成過程の研究がその緒についた.そ の

後R. Lemberg2) 3)は この ものが, Biliverdin-dime

thylesterと 第二 塩 化鉄及び塩酸の各一分子 よ り成

ることを 明 らか に して, C35H38O6N4・Hcl・Fec13

の 分 子 式 を与 え た.爾 来H. Fischer & H. Libo

witzky4), G. Barkan5)等 に よ りheminに 代 る血

色素 と1-ascorbin酸 及 び分子酸素を用いて胆汁色

素生成過程が追求 され,本 邦で も日本医大生化学上

代教室6) 7)及 び 著者等の教室に 於いて研究が進め ら

れている.

血 色素 の胆汁色素への分解中間童物は, cholegro

bin, verdohemogrobin(R. Lemberg)8), pscudohe

moglobin(G. Barkan)5)等 の 名 称で呼 ばれてい る

が,こ れ等 の もの はbiliverdinの 三 価鉄 錯塩に変

性globinの 結 合 した ものを中心 とす る物質群 の 総

合的名称 と考え られてい る. 1925年G. Barkan5)は,

溶 血に0.4%の 割 に塩酸 を加えて遊離 するion状 の

鉄のあることを認め,こ れ を “leicht abapaltbarea

 Bluteisen"易 分 離 鉄 と呼称 し,こ れが血色素 より

胆 汁色素への分解 中 間産 物 に 由来 す る と述 べ,

 R. Lemberg3)の 支 持 を得 たが反対 する人 もあ る.

若 しこの微量の鉄を測定 し得 れ ば, choleglobin及

び その類似物質の消長 を知 る上 に,甚 だ有意義 とい

わねばな らない.

これ等の関係を明 らかにす るために,教 室 湯浅9),

寺 尾10),柏 管11),間 賀12)等 は,こ の 中 間産 物の時

間的消長を,試 験 管内で易分離鉄 を中心 とす る鉄の

消長面 よ り追 求 し, column chromatographylこ よ

る化学的検索 と相まつて,そ の性状を明 らか に し得

たのであ るが, Rhodankali, α-α′Dypyridyl及 び

o-phenanthroline法 に よ りPulflich光 度計 を用い

て比色定量を行つ たたあに,湯 浅9)も 指 摘 した如 く,

鉄 定量時に溶液 のpH及 び対 照液 の考慮を要す るた

めに,可 成 りの誤差 は不可避であつた.そ こで これ

等の欠点を償 うため著者 は放射性 同位 元素Fe55を

追 跡子 と して使 用 し,こ の過程 に検討 を加え ること

に した.

実 験材料 と しては,充 分に瀉血貧血 を起 させ た雄

性家 兎に, Fe55-c13塩 酸 溶液 を生理的食 塩水で稀釈

した ものを耳静脈よ り注 入 して, Fe55標 識 赤血球

を得,こ れよ り放射性heminを 調 整 した.

反 応 液 と して は, 20% pyridine溶 液20ccに

Fe55標 識hemin結 晶5mgを 溶 解 して1-ascorbin

酸100mgを 作 用 させ,酸 素 非通気, 38℃ 恒 温槽

に放置 し,反 応直後, 1, 2, 4, 8, 16及 び24時 間 に

反応液の各5ccを 採 り,そ の 各 々 につ きcolumn

chromatographyを 行 つた. chromatograph吸 着 剤

と しては, Brockmann製 活 性aluminaを 使 用 し,

使 用前alumina中 に 放 射能の無い ことを確認 して

用いた.吸 着柱 は後述 の 通 り10cmと し,展 開剤

として は,水, ether, chloroform, methanol,pH

 7.1M/15 Soerenaen燐 酵 塩 緩衝液 等を使用 したが,

燐 酸 塩緩衝液が最 も展開に適 し,各 反応液 ではすべ

て4層 を分劃 しえた.然 しなが ら第4層 の緑 色乃至

暗緑 褐色層 は展開が大 きくて,吸 着柱の長 さ及び展

開剤 の量の幾組かの組 合せ により,吸 着柱内に止 め

ようと したが,或 いは展開不充分 とな り,或 いば展
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開に長時間を要 して反応の時間的ずれを生ず るため

に,こ の意図を断念 して第4層 を流下液として採取

す る事にした.こ の意味で吸着柱の長さ,展 開剤の

量及び展開時間等を再検討 し,吸 着柱10cm,展 開

剤量10ccを 決定し,こ の条件で第4層 が完全に流

下液中に含有されることを確めた.

Fig. 1. Comparative Diagram of Hourly Chro

matograms and Effluent of the Resulting Solu

 tion of Pyrine-hematin under Influences of

 1-Ascorbic Acid and absence of oxygen.

か くして作製 した反応時間毎 のcolumn chromato

gramは,第1図 に示 す如 くであつ た.即 ち反応直

後上端より灰白,赤 褐,淡 褐及び緑色層の4層 を認

め,終 始分劃層は4層 であつた.第1層 の灰白色層

は,2時 間目以後黄白色に変じ,第2層 の赤褐色層

は反応1時 間で赤色調を減 じて淡赤褐色層となり,

反応2時 間目には淡緑褐色,更 に反応8時 間目以後

は淡黄緑色層 となり,反 応時間毎に吸着層の巾をや

や増減 した.第3層 の淡褐色層は終始この色に留つ

たが次第に色調を減じた,流 下層である第4層 は,

経時的に次第に緑色調を増 し,反 応8時 間目以後は

褐色調を混じて暗緑褐色を示 した.第4層 流出前に

吸着柱には着色層 として認められずに流出する少量

の着色滲透液を認め,こ れを滲透液として採取 した.

滲透液は反応直後及び1時 間目には無色であつたが,

反応2時 間目には淡黄色となり,経 時的に褐色調を

増す傾向が認められた.

そ こで これ等 の反応液に就 て, G. Barkanの 易分

離鉄の立場か ら酸による鉄遊離の難易を検討 しよう

とし以下の実験を試みた.こ の場合鉄遊離が必ず し

も塩酸を必要 とせず,他 の有機,無 機酸でも起るこ

とが知 られており,除 蛋白に用いる三塩化酷酸によ

る鉄遊離 も考えられ,教 室湯 浅 は これを肯定 し,

 G,Barkan5)及 びR.Lemberg9)は 否定 した.

扨て後述する如 く,放 射能測定 に あた り, Fe55

の特性上湿性灰化を要するのであるが, aluminaの

吸着層をTcの まま湿性灰化することは不能のため,

やむな く各吸着層の水溶離液につき鉄量を検討する

ことに した.即 ち各吸着層を分劃分離 し, 30ccの

蒸溜水を加えてよく撹拌 し,遠 沈分離 した上清につ

き,総 鉄量, 0.4%に 塩酸添加直後鉄量,塩 酸に代

え蒸溜水を用いた所謂遊離鉄量及び易分離鉄量を測

定 した.

Tab. 1. Experimental Error (1)

Fig. 2. Hourly Total Iron Amounts

1st Band

2nd Band

3rd Band

4th Band

Iron remaining in the Column under 
ionic Combination

総鉄量は第1表,第2図 に示す如 く,第1層 に最
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も少 く,次 いで第3層 であり,何 れも痕跡程度に留

り,経 時的変動に乏 しかつた.第2層 に於いては,

経時的に減少の一途を辿 り,反 応16時 間で最低値に

達 した.こ れに反 して第4層 では, 4時 間目まで急

速に増量し,こ れを頂点 として以後ゆるやかな曲線

を描 きつつ 減少 した.こ の場 合使用heminの

countと 測定上の総countと の差,即 ち蒸溜水で溶

離せずに吸着柱内にイオン結合のまま留つた鉄量を

計算上求めてみると,反 応2時 間目に一過性に減少

をみた以外は常に増量し,反 応24時 間目には72%に

達 した.後 述するFe55測 定上の特性より,何 れの

層に如何程の残存鉄があつたか不明ではあるが,興

味ある事実である.な お滲透液につき総鉄量を求め

てみると,経 時的に増量する傾向が認められた.

Tab. 2. Experimental Error (2)

Fig. 3. Amounts of Easily Split Off Iron

1st Band

2nd Band

3rd Band

4th Band

水溶離液に0.4%の 割に塩酸を加え, 38℃ 恒温槽

に16時間放置した後の所謂易分離鉄量を測定 し,総

鉄量に対する百分率で表わすと,第2表,第3図 に

示す如く,第2層 が経時的に増量して反応16時 間で

ほぼ定値に達するに対 し,第4層 に於ては,反 応直

後より第2層 のそれの約10倍 も達する高値を示 し,

時間的変動に乏 しかつた.な お第2層 は反応16時 間

より第4層 のそれに接近するが,凌 駕するには至ら

ない.第1,第3層 に於ても,就 中特に後者に於て

は,第4層 に似て可成りの高値を示すのであるが,

時間間変動が著 しい.こ れは総鉄量が僅少なために,

測定誤差が可成り大 きい事を考慮する必要があるも

のと思われる.

Fig. 4. On the 1st Band, Relation with

Three Sorts of Iron and Biliverdin

Easily Split Off Iron
0.4% Hcl
Free Iron
Biliverdin

Fig. 5. On the 2nd Band, Relatino with

Three Sorts of Iron and Biliverdin

Easily Split Off Iron
0.4% Hcl
Free Iron
Biliverdin

易分離鉄と, 0.4%に 塩酸添加直後鉄量及び所謂

遊離鉄量を比較検討す ると,第4, 5, 6, 7図 に示

す如 く,三 者間にほぼ並行関係を認めるが,常 に易

分離鉄量が優位を保持 した.後 二者間には一定の傾
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向が認 め られ なかつ たが,本 実 験 はあ くま で

column chromabographyで 分劃 しえたものの水溶

離液について行つたものであるから,前 述の水で溶

離せずに吸着柱内にイオン結合のまま留つたと思わ

れる鉄 と共に,多 くの問題を残すに して も,0.4yb

に塩酸添加直後鉄量と遊離鉄量との間に一定の関係

を認めず,あ る場合には寧ろ遊離鉄が優位を示すこ

とは,測 定誤差を考慮 しても有意の所見と思われる.

Fig. 6. On the 3 rd Band, Relation with

Three Sorts of Iron and Biliverdin,

Easily Split Off Iron
0.4% Hcl
Free Iron
Biliverdin

Fig. 7. On the 4th Band, Relation with

Three Sorts of Iron and Biliverdin.

Easily Split Off Iron
0.4% Hcl
Free Iron
Biliverdin

次 にM. Enge113)及 び教室永井14)の 方 法に従い,

各 時間吸着層を分劃分離 し, 33%酷 酸15ccで 溶 離

し,こ れに酷酸 曹達3gを 完 全 に 溶解 させ, ether

で 抽 出 し,分 離 したetherを 蒸 溜 水 でよ く洗滌 し

た後, 10%塩 酸 と共 に振 盪 して え たbiliverdinを

測 定 した 結 果 は,第5表,軽 第4,5, 6, 7図 に示す

如 くなつた.即 ち第1層 には殆 んど これを認めなか

つたが,他 の各層に於ては総 て5時 間 目を山とす る

曲線がえ られた.而 して第4層 に最 も多 く,次 いで

第2層,第3層 の順 となつた.

以 上 より して,第1層 は総鉄量が少 く,易 分離鉄

は認 めるが, biliverdinを 抽 出 しえなかつた事か ら

推察すれば,血 色素分解が既 に進行 したものか,又

はverdohemochromeを 経 ぬ分解産物であ るか不明

であ る.第2層 に於ては,反 応 初期の酸に対す る鉄

遊 離の困難 な物質よ り,経 時 的に鉄遊離の容 易な物

質へ の変化過程が窺いえ られ るに対 し,第3,第4

層 に於 ては,反 応初期よ りすでに鉄遊離の容易な物

質 のみよ りなつてい ることが分 る.

以 上3層 に於ては,経 時 的消長 は異な るに しても,

総 て易分離鉄を含有 し,鉄 遊離後のprotoporphyrin

分 解産物 はbiliverdinで あ る といい うる.而 して

易分離鉄 の 消 長 とbiliverdin収 量 との間には,並

行関係が認め られなかつた.

更 に各分 劃層 につ き吸収曲線を求 めた.即 ち各時

間吸着層 を分劃分離 し,蒸 溜水を加えて溶離 した液

につ きBeckmanのRecording spectrophotometer

 Model D. K.を 使 用 して吸収 曲線を追求 した結果,

第1,第3層 には特別 の吸収極 大を認めえなかつた.

而 して第2,第4層 に於ては,第8,第9図 に示す

如 き曲線がえ られ た.

第2層 に於ては,反 応直後610mμ に吸収極大を

認め,反 応1時 間 目には この極大 はやや平坦 化 し,

反 応2時 間 目以後消失 した.こ の反応直 後及び1時

間 目の溶 離 液 を, sodiumdithionite及 び苛性曹達

で 還 元 変 性 す る と, 557mμ 及 び525mμ の2つ

の吸収極 大 が 認 め られ た.従 つ て 第2層 に は,

 R. Lemberg3)や 菊 地15)が 指 摘 し,更 に教室間賀12)

がpyridine hematinよ り胆 汁色素生成 中間産物検

索の際に, Silicagelを 吸 着剤 と したchromatography

で 反応 直後にのみ認め た,赤 褐色層 と淡赤褐色層 と

同一物質 と考え られ, pyridine hemochromogen乃

至pyridine hemichromogenの 吸 着 した ものと思

われ る.

第4層 溶離液の吸収 曲線は,反 応直後660, 530,

 500mμ の3つ の吸収極大 を認 あ た.反 応1時 間目

に は, 660mμ の 極 大 は や や 短 波 長側に移動 して

656mμ とな り,終 始 この極大 が認め られた.反 応
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4時 間 目には500mμ,反 応24時 間 目には530mμ

の極大が夫 々消失 し, 656mμ の 極 大 のみが残つた ,

即 ち 第4層 に 於 て は, R. Lemberg3)の 指 摘 した

657, 530, 498mμ のprotoverdohemochromeの 吸

収曲線 とほぼ一致 し,反 応 時間の経

i過と共 に, pyridine verdohemochro

mdgenの656mμ の 単 一 吸収極 大

となり,反 応 の進行状態 を捕捉 しえ

た もの と考 え られ る.な お反応1時

間 目 を と り, sodium dithionite及

び苛性曹達で還元 変 性 させ る と,

 650及 び554mμ が え られ た.

Fig. 8. Absorptious Curve of the 2nd Band 

Hemin dissolved in 
N/10 NaOH

Fig. 9. Absorptions Curve of the 4th Band

滲透液につ き吸収 曲線を求めたが,

何 等特 記 す る吸収極大を認めず,

 sodium dithionite及 び 苛 性 曹達 に

よ る還元変性に於て も変化 は認 め ら

れなかつ た.

以 上全層 を通 じてR. Lemberg2)

の い う639mμ 物 質,菊 地15)の い

う530mμ 物 質は遂 に認 めえなかっ

た.こ れはcolumn chromatography

を 行 うに当 り,展 開操作等に時間を

要 し,又 吸着柱の分劃分離に際 して

空中酸素 の作用等 も考 慮 され るので,

見 出 しえなかつた もの と思 われ る.

 biliverdin収 量最高 に達す る反応4

時 間 目の第4層 よ り, M. Engel及

び永井の方法 に倣 い, 10%塩 酸 層に

抽出 された青色溶液の吸収曲線 を求

めてみ ると, 655mμ に 吸 収極大 を

有す る曲線がえ られた.こ の塩酸抽

出液 に, sodium dithioniteの 一 刀尖

を加 えて還元す ると,青 色 より黄色

に変 じ, gmelin反 応, alcoholを 加

えた後のdiazo反 応 陽性で, aldehyde

反応 及びschlesinger反 応 は陰性 で

あ つ た.従 つ て この 黄 色 々素 は

bilirubinで,還 元 前 の青 色々素 は

biliverdinで あ る.

以 上に よ りpyridine-hematinよ

り胆汁色素への分解 中間産物 は,鉄

とprotoporphyrinの 分 解産物 との

錯酸に, pyridineが 配 位 して い る

ことは確実であ るが, column chro

matographyに よ る配位や色調の相

異,酸 に対する鉄遊離の態度及び吸収曲線 の相異

等か ら推論すれば,種 々の段階のものが含有 されて

いることがわかる.
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実 験 の 部

1. 実 験 材料

1.1. 放 射 性鉄

放 射鉄 は,米 国Oak Ridge National Laboratory

よ り輸入 されたFe55c13の 塩 酸 溶 液 を 使用 した.

 Fe55は 半 減期2.9年 で,崩 壊 して安定な 同 位元 素

Mn55に な り,そ の際K電 子捕獲で5.9KVの 弱 い

X線 のみを放射す る.

1.2. 放 射 性鉄の精製

追跡子 として使用す る前 に,製 造過程 に混在す る

微量の放 射性 コバ ル トを, Vosburgh等16)の 方 法

に従 い除去 した.即 ち原液 に適量の濃硝酸を加えて

蒸発乾固 し,こ れを20ccの8N塩 酸 に溶解 して分

液漏斗 に とり,ほ ぼ同量のisopropyl etherと 共 に

充分振盪 して,完 全 に鉄 をether層 に移行 させ,

次 で0.1N塩 酸20ccを 加 え て 再 び振盪 し,鉄 の

みを塩酸層に移行 させた.

1.3. 材 料 家兎 の調製

体重2.0～2.5kgの 雄 性 家 兎 を選び,心 穿刺 に

よ り体重毎kg15ccの 血 液を3日 間隔で数 回採 取

し,充 分貧血を起 させ た後,鉄 量 として体 重毎kg

 0.051ngのFe55cl3を1回 注射量 として,こ れを予

め20ccの 生 理的食塩水 で 稀 釈 して,頻 回に亘 り

耳静 脈 よ り注 射 し, 1週 後 心穿刺によ り採血 し,

Fe55標 識 家兎血球浮游液 をえた.

1.4 .放 射性heminの 調製

Fe55標 識 血球浮游液 より,菊 地17)の 方 法に倣 い

調製 した.

1,5. heroinの 放 射能に関す る検討

heminのspecific activityは 高 いほ ど実験 に好

都 合であ り,又 実験誤差 も少 いのであ るか ら,特 に

この点に留意 した.本 実験に使用 したhemin結 晶

1mgは,平 均42,428 counts/10min.て あ つた.

2. 反応 液 の調製

上 述の方法で調製 したFe55標 識hemin結 晶5mg

をN/10苛 性 曹門1.0ccに 溶解 したもの, pyridine

 4.0ccをpH 7.1M/15 Soerensen燐 酸 塩 緩 衝 液

9.5ccに 加 えたもの及び結晶1-ascorbin酸100mg

を蒸 溜水1.0ccに 溶 解 し, N/10苛 性 曹達4.5cc

で 中和 した もの等を混 じ,全 量20ccの 反 応液を作

り,こ れに流 動paraffinを 重 積 して容器を38℃

恒温槽 に非通気のまま放 置 し,反 応開 始直 後, 1,

2 ,4, 8, 16, 24時 間 後 に於て,各 時間毎 に反応液

か ら重積 した流動paraffinを 除 いて被検反応 液 と

した.

3. chromatograph吸 着 柱の作製法

教室湯浅9),寺 尾19)の 方 法 に徹い,内 径1.0cm,

長 さ25cmの 円 柱硝子管の一端 に脱脂綿球 を詰め,

その上に吸着剤 と してBrcckmann製 活 性alumina

を 一 様の固 さにな るよ うに,少 量宛充填 し吸着柱の

高 さを10cmと した.吸 着柱 の高 さに関 して は,

 5, 10, 15, 20cmの4者 に つ き検討 したが,後 述

第4層 は展開が大 で,如 何に して も吸着柱内に止め

えず,又 展開に長時間を要 し反応 の時間的ずれを生

ず る事か ら, 5cmで は 展開に不充分であ り, 15,

 20cmで は長 すぎるた め, 10cmと して充分量の展

開 剤を使 用 し,第4層 を流下液 として採 取す る事に

した.斯 くして作製 した吸着柱 に,先 づ蒸 溜水を流

して全体 が湿 り,か つ気泡 を駆 逐 した 後,反 応液

5.0ccを 注 入 して自然落下のまま放 置 し,反 応液が

全部 濾過 され ると直 ちに7.1M/15 Soerensen燐 酸

塩緩衝液10ccを 展開剤 と して注 ぎchromatogram

を 作製 した.

4. 測 定 方法

4.1. biliverdinの 定 量法

M, Enge113)及 び 永井19)の 方 法によつた.

4.2. 吸 収 曲線描写法

BeckmanのRecording Spectrophotometer Model

 D. K.に よつ た.

4.3. 鉄 量定量法

o-phenanthroline法 に より,教 室木戸18)の 方法

に準 じた.

4.4. 易分 離鉄定 量法

G. Barkan及 びWalkerl9)の 方 法 に準 じた.

4.5. Fe55定 量 法

Peacock20)並 び にVosburg16)に 準 じて以下の如

く行つた.

4. 5. 1.湿 性 灰化 法

試料をKjeldahl flaskに 採 り,こ れにcarrier

して2mgの 非 放射性塩化第2鉄 を加 えた後,濃 硫

酸3.0ccと 濃 硝酸1.0ccと 共 に 弱 く加熱 して水

を駆逐 した後,強 熱 を加 えて酸が 白煙 を出 しはじめ

た時, 60%過 塩 素酸 を5滴 つつ数回加えて強熱のま

ま3～5時 間加熱す ると,内 容は淡 黄色透 明となり

灰化 を完了 した.

4. 5. 2.電 気 鍍金法

上述 の如 くFe55は,弱 いX線 のみを放射す るの

で,測 定上 自己吸収を防止す るために,銅 板上に電

気 鍍金 を行 い測定す る.鍍 金 には,神 戸工業製電気
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鍍金槽を使用 し,銅 板 は予め灼熱 して無水 メタノー

ル中に投入す る操 作を2～3回 行つて,完 全に銹を

去つた ものを使用 した.

上 述Kleldahl flask中 の灰化液を,容 量100cc

の遠 心沈澱管に0.1N硫 酸 で洗い移 した後,な お管

壁 に残 る6N塩 酸を加 え加熱 して黄色を呈 さな くな

るま で 洗 い,完 全 にflask中 の 鉄 を移 しとつて

全 量を正確 に25ccと な し,そ の0.1ccを 採 り

o-phenanthroline法 で 鉄量を 測 定 して,総 鉄量が

5mgに な るよ うに更にcarrierを 加 えた.次 いで

撹拌 しなが ら28%ammonia水 で 中 和 して,褐 色

の水酸化第2鉄 の雲紫状沈澱 を作 り,遠 心分離 して

上清 を棄却 した後,褐 色沈 澱 に6N塩 酸3.0ccを

加 えて溶解 した.然 る後分液漏斗 に溶液 を移 し,な

お管壁に残 る鉄 を10ccのetherで2回 洗つて分

液漏斗に加え,充 分振盪 して完 全 に鉄 をether層

に移行 させ た,こ のether層 に25ccの 飽 和蔭酸

アンモニウムを加えて振盪 し,再 び鉄 をこの層に移

行 させた後,分 液 漏 斗 か らether層 を除いて電気

鍍金槽に移 して, selenium rectifierを 用 い8Volt,

 200mA, 4時 間 通 電 し銅板上 に鉄を鍍金 した.教

室川口21)に よ れ ば,鍍 金残液 について鉄量 を比色

定量 した結果, 98%以 上 の鍍金完了通電 時間 は4時

間で充分である.

4. 5. 3.実 験 誤差 に関す る検討

Geiger-Muiller計 数 管での 測定に際 し, count数

と実験誤差 との関係 は,先 に教 室 川 口21)が 報 告 し

たところであ るが,前 述の如 くFe55測 定 上の特 性

よ り,湿 性灰化,電 気鍍金等の複雑 な操 作を反復 す

るために,実 験操 作上 に可成 りの誤差が 出るのでは

ないかとい う危懼 がある.こ の問題 を検討す る意味

で以下の如 く予備実験を実施 した.

放 射 性hemin結 晶20mgをN/10苛 性 曹 達

5ccに 溶解 し,そ の各1ccを 別 々の4つ のKjeldahl

 flsakに と り,湿 性灰化 電 気 鍍 金 を 行 いGeiger

Miiller計 数管 で測 定 した結 果 は,第1表 に示す如

くなつた隔即 ち誤差は2.0%以 下 とな り実験遂行上

充分であ ることがわかつた.

以 上予備実験の.も と に,教 室川 口21)の 方法 に徹

い電気鍍 金を行 つた.即 ち前述の電気鍍金法 で,水

酸化 第2鉄 の雲紫状沈澱 を作 るまでは同様操作を行

つた後,こ の沈澱を3M硫 酸5ccに 溶解 した もの

を今一度28% ammoniaで 中和 し,褐 色雲紫状沈澱

を遠沈分離 し上清 を棄却 して3M硫 酸0.5ccに 溶

解 し,飽 和蔭酸溶液1と 飽和蔭酸ammonium溶 液

5と の混液20ccと 共 に電気鍍金を行つた.し か し

実験途上誤差が大 となり,鍍 金残 液に黄色着色を認

め,明 らかにその操 作上に欠陥 のあることがわかつ

た.そ こで この原因を追求 した結果,こ の実験 に燐

酸塩緩 衝液 を使用 したために燐過剰 とな り,上 述の

方法では鍍金不能 な る こ とが わ か り, Vosburg16)

の 方法 に準 じて同一操 作上 にether抽 出 を 加 え る

ことに した.

そ こで この両操作間の鉄の損失量 を検討す る意味

で 次 の 実 験 を 試 み た,即 ち放 射 性 結 晶hemin

 40mgを と り, N/10苛 性 曹 達10ccに 溶 解 し,

そ の各1ccを 別 々のKjeldahlflaskに と り,湿

性灰化 し,そ の 半 数 にether抽 出 を行 い,残 り半

数に これを行わず比較 した結果は第2表 に示す如 く

なつた.

これ より鉄損失量 を求あてみ ると19%で あ つた.

 3. 5. 4.放 射 能測定法

以上の如 くしてえ られた鍍金標本 を乾燥器 に入 れ

て保存 し,一 連 の実験は放射能 の減衰を考 慮 して同

一 日に測定 を行つた .測 定 には神戸工業製Geiger

 Miiller計 数管132型 を 使用 し,測 定 距 離7mm,計

数時間 は10分 とした.

5. 反 応 液 のchromatographyと 時 間 毎 の

chromatogram

上 述 反応液5.0ccを 採 り, columnに 注 入 して

自然に滲透 させ,全 部 滲透 を経 ると直 ちに展開剤 と

して7.1M/15Soerensen燐 酸 塩緩衝液を10.0cc

注入 し, chromatogramを 作製 した.前 述の如 く第

4層 は展開が大で流下層 と して採取 したが,な お反

応2時 間 目以後に於て,流 下層 の出現以前に黄色 乃

至黄褐色 の滲透液をえた.

反応 各時 間 毎 のchromatogramは 第1図 に示す

如 くであつた.即 ち4層 に分劃 し,反 応 各時間毎 に

吸着層の色及び配分 を異に した.

6. 各 吸着層 に関す る検討

6.1.鉄 量 よ りみた各吸着層 の検討

各吸着層 を分劃分離 し,夫 々30ccの 蒸 溜水 を加

え,ガ ラス棒でよ く撹拌 して溶 出を行い,遠 沈分離

した上清 につ き,以 下の方法 に従 い鉄量を測定 し検

討を加えた.

a) 総 鉄 量 よりの検討

上述 の方法 により溶離 した 液 の5.0ccを 採 り,

 Kjeldahl flaskで 湿 性 灰 化 し電 気 鍍 金 を行い
,

 Geiger-Miiller計 数 管で測定 した結果は,第3表
,

第2図 の如 くであつた.計 測 値 は 使 用 した放射性
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heroinのcountsに 対 す る百 分 率 で 示 し た(使 用 した

放 射 性hemin結 晶1mgは 平 均42,428counts/10min.

で あ つ た).

Tab. 3. Total Iron Amounts. C: Counts.

第1,第3層 に於ては,反 応 直後よ り低率を示 し,

経 時的変動 を認めなかつた.第2層 は反応直後44.2

%を 示 したが経 時的に減少 し,反 応16時 間 で最低値

に達 し,24時 間値 と有意の差を認 めなかつた.第4

層 に於て は,反 応直後第2層 のそれの半分 に満 たぬ

18.5%で あ つたが,反 応4時 間 目には最高値 に達 し

て第2層 の反応直後値に近 づき,以 後ゆ るやかな曲

線を示 しつつ減少 した.又 使 用 したhemin count

と測 定総countと の 差,即 ち水 で遊 離 せ ず活性

alumina中 にion結 合 の ままの放射鉄を計算上求

めてみ ると, 2時 間 目にやや減少 した以外 は常 に経

時的に増量 し,反 応8時 間で約50%に 達 し,反 応24

時 間 には72.7%に 達 した.各 吸着層別の残存鉄量は,

活性aluminaの ま まで の湿性灰化不能な ため と,

 Fe55の 特 性上自己吸収 を考慮 す れ ば, aluminaに

吸 着 させたままでの放射能測定不能のため,こ の実

験 方法 による測定は不可能 であつた. Fe59のγ 線を

利用すれば この問題 は解決 され るものと思 われ る.

b) 易 分 離鉄よ りの検討

水溶離 液5.0ccを 採 り, Barkan及 びWalker19)

の 方 法に従 い,こ れ に1.2%塩 酸2.5ccを 加 え,

 38℃ 恒温槽に16時 間放置後,20%三 塩化酷酸1.0cc

を加えてよく混和後濾過 し,濾 液全量を採 り湿性灰

化,電 気鍍金を行つたものを易分離鉄とした.そ の

結果は第4表,第3図 に示す通 りであつた.

第2層 に於ては反応直後9.0%の 低値を示 したが,

経時的に 〓量して,反 応16時 間に至 り最高値73.6%

を示し,反 応24時 間値 と有意の差を認めなかつた.

第4層 に於ては,反 応直後より高値を示し,経 時的

消長に有意の差を認めなかつた.第1,第3層 に於

ては高値を示 し,経 時的に可成 りの増減が認められ

るが,総 鉄量が少 く実験操作上の誤差を考慮すれば,

その消長を意味ずけるのは早計と考えられる.

c) 0.4%に 塩酸添加直後鉄量よりの検討

水溶離液5.0ccを 採り,こ れに1.2%塩 酸2.5cc

を加え, 16時間38℃ 恒温槽に放置する事なく,直

ちに20%三 塩化 酷酸1.0ccを 加えて濾過 し,濾 液

全量を湿性灰化,電 気鍍金 した結果は第5表 の如く軽

であつた.こ の場合測定countと 総鉄量countと

の百分率で示した.

Tab. 4. Amounts cf Easily Split Off Iron. C: Counts

d) 遊 離 鉄量よ りの検討

水溶離液5.0ccを 採 り,こ れに1.2%塩 酸 の代 り

に蒸溜水2.5ccを 加 え,20%三 塩 化酷酸を1.0cc添

加 後濾過 し,濾 液全量を採 り湿性灰化,電 気鍍金を

行 い測定 したcountと 総 鉄量countと の 百分率で
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示す と第6表 の如 くであつ た.

Tab. 5. Iron Amounts added to 0.4% Hcl immediately. C: Counts

Tab. 6. Amounts of Free Iron. C: Counts

易分離鉄量, 0.4%に 塩 酸添加直後鉄 量,遊 離鉄

量の三者につき,各 層別に比較検討 を加え ると 第4,

 5,6, 7図 の如 くであつた.

6.2.biliverdin量 に よる各吸着層の検 討

吸着層 を分劃分離 し, 33%酷 酸15ccで 溶 離 し,

酷 酸曹達結晶3grを 完 全 に溶解させ, ether 30cc

で抽 出 して蒸 溜水で数回水洗後, 10%塩 酸 と共に振

盈 し青色 々素を塩 酸層 に移行 させ, Pulflichの 光 度

計 を用いて測定 した 結 果,第7表,第4, 5, 6, 7

図 に示す如 くなつ た.即 ち第1層 には凡 んど認め ら

れなかつたが,他 の吸着層 に於 てはすべ て4時 間 目

を極大 とす る曲 線 が え られ た.こ の塩酸抽 出液に

sodium dithioniteの 一 刀尖を加えて還元 す る と,

青色 よ り黄色 に 変 じ, Gmelin反 応, alkoholを 加

えた後 のdiazo反 応 陽 性 で, aldehyde反 応 及 び

Schlesinger反 応 は 陰性であつた.従 つて この黄色

々素はbilirubinで,還 元前の青色 々素はbiliverdin

で あ る.

Tab. 7. Biliverdin yields from separated 

Band. mg%

6.3. 吸 収 曲線 による各吸着層 の検討

各吸着層を分劃分離 した後,蒸 溜 水 で 溶 出 を 行

つ た 液 に つ き, BeckmanのRecording spectro

photometer Model D. K.に よ り吸収 曲線 を描 き検

討を加 えた.

第1,第3層 に於ては,吸 収曲線 は認 め られなか

つた.

第2層 に於ては,第8図 に示す如 き曲線がえ られ

た.即 ち反応 直後610mμ に吸収極大を認めたが,

反 応2時 間 目以後消失 した.こ の反応直後及び1時

間 目をとり, sodium dithionite及 び 苛 性曹達 で還

元変性せ しめ る と,557mμ 及 び525mμ の2つ の

吸収極大が 認 め られ た.一 方heminをti/10苛

性 曹達 に溶解 して吸収 曲線 を描 く と,610mμ に吸

収極 大を認め,上 記曲線 に相 似 した.

第4層 に於ては,第9図 に 示 す 如 く,反 応 直後

660, 530, 500mμ の3つ の 吸収極大 を認 めたが,

反応1時 間に して660mμ の極 大はやや短波長側に

移動 して656mμ とな り,終 始 この極大 が認 め られ

た.又 反応4時 間 目 に は500mμ が,反 応24時 間

目には530mμ の 山が 夫 々消失 し, 656mμ の極大

の み が 残 つ た.な お反応1時 間 目を とり, sodium

 dithionite及 び苛性曹達で還元変性 させ る と, 650

及 び554mμ の極大 が認 め られた.

滲 透液につき吸収曲線を求 めたが,何 等特 記す る

吸収極大 を 認 め ず, sodiumdithionice及 び 苛性 曹

達 による還元麦性に於て も変化 は認 め られなかつた.

反 応4時 間 目の 第4層 よ り, M. Engel13)及 び永
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井14)の 方 法で,10%塩 酸 層 に抽 出された青色 溶液

の吸収 曲線 を求あてみ る と, 655mμ に 吸収極 大を

有する曲線がえ られた.

結 論

Fe55標 識heroinを20% pyridine水 に溶解 し,

酸 素非通気の 下 に1-ascorbin酸 を 作用 させ て,各

時間毎の反応 液につ さcolumn chromatographyを

行 い,分 劃 しえた各吸着層 の水溶離液につ いて検討

を加え,以 下 の所見をえた.

1. 反応 各時 間 毎 のchromatogramは 終 始4層

に分 劃 し,夫 々色調 と配分 を異に した.而 して第4

層 は種 々の試みに も拘 わ らず,吸 着柱 内に留めえず

流 下液 と して採取 した.

2. 総 鉄 量は各時間吸着層に於 て夫 々配 分を異 に

したが,水 で溶離せずに吸着柱内 にイオ ン結合 のま

ま留 る鉄 が存在 し,反 応 進行 と共にその量 は増大 し

た.

3. 第1層 の総鉄量は僅微で痕跡程度 に留 り,そ

の大部分 は易分離鉄であつた. biliverdinは 抽 出不

能 で,特 記す る吸収 曲線がえ られなかつた.

4. 第2層 は総鉄量の経時的減少 とは逆 に,易 分

離鉄 は経時的に増量 し, biliverdinの 収 量 は4時 間

目を最大 と した.吸 収曲線に於ては,反 応 直後及 び

1時 間 に610mμ の'吸 収 極 大 を認 め, pyridine

hemochromogen乃 至pyridine-hemichromogen吸

着 され てい ると思われた.

5. 第3層 は総鉄量が僅微で その大部 分は易分離

鉄であつ た. biliverdin収 量 は4時 間 目を最大 とし

たが,吸 収 曲線 はえ られなかつ た.

6. 第4層 の総鉄量 は4時 間 目を最 大 とす る曲線

を描 くが,易 分離鉄量 は終始高値を示 して経時的変

動 に乏 しかつた. biliverdinは この層 に最 も多量に

抽 出され,収 量は4時 間 目を最大 とした.吸 収曲線

に於ては,反 応初期 に656, 530, 500mμ の3つ の

極 大 を 認 めprotoverdohemochromeの そ れ と一致

し,反 応時間の 経 過 と共 に656mμ のpyridine

verdohemochromogenに 一 致 した.

7. 易 分 離鉄量 と塩酸 添加直後鉄量及 び所謂遊離

鉄量 とは並行関係を示すが,常 に易分離鉄量が優位

を示 した.而 して易分 離 鉄 量 とbiliverdin収 量 と

は並行関係を示 さなかつ た.

8. 滲透 液は反応2時 間 目以後認め られ,最 初は

淡黄色 を呈 するが経時的に褐色 調を増す.又 総鉄量

は経時的に増量す るが,特 記 す る吸収 曲線はえ られ

ず, bilirubinを 定 性的に証 明 しえなかつた.
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Part 1. Chromatographic Studies on Intermediate Products
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Traceable Fe 55 heroin was dissolved in 20% pyridine water solution, then 1-ascorbic 

acid was reacted in absence of oxygen. Column chromatography was observed on the reaction 

mixture of each reacting time. Studies were made on the water solution of the divisible 

absorption layers and following deductions were obtained.

1) Hourly observations of chromatogram were always in 4 layers and their respective 

colors and distributions ware different. Additionally the fouth layer, due to the failure of 

retaining it in the absorption column in spite of various manipulations attempted, was collected 

as a gravity flow effluent.

2) Distribution of the total iron was different with respective layer and reacting time, 

but there was iron which would not dissolve in water due its remaining in the absorption 

column unber ionic combination and with increased with the reaction progress. 

    3) Total iron in the first layer was very small i. e. traceable degree and the greater 

part of it was easily split off iron. Biliverdin was undetectable therefore absorption curve 

worth mentioning was obtainable.

4) Conversely with the hourly decrease of total iron in the second layer, easily split 

off iron increased with the reaction progress. The amount of Biliverdin was highest at the 

end of four hours. In the absorption curve the peak absorptions of 610 mgt was observed 

right after the initiation of reaction and after one hour which was believed to be due to 

pyridine-hemichromogen being absorbed.

5) Total iron of the third layer was exceedingly small and most part of it was easily 

split off iron. The quantity of Biliverdin was highest at the end of fourth hour. Absorption 

curve was not obtainable.

6) For the fourth layer total iron showed the peak at the end of four hours but the 

value for the easily split off iron was relatively high throughout and little deflection was 

observed for all reaction progress. Biliverdin content was highest in this layer and highest 

at the fourth hour. With reference to the absorption curve at the initial reaction stage 3 

maximum peaks of 656, 530 and 500 mƒÊ were observed. This was parallel with protoverdo

hemochrome. With the progress of reaction this was equal with the 656 md.t of pyridine

verdohemochromogen.

7) The quantity of easily split off iron, that of ron just after the addition of hydro

chloric acid and so called free iron was parallel but value of easily split of iron content 

was higher throughout. Moreover the quantity of easly split off iron and Biliverdin quantity 

did not show parallel relation to each other.

8) Permeating liquid could be observed after 2 hours reaction. The colour of the liquid 

was light etrow at the begining and as the time elapsed brownish tinge increased . Also the 

quantity of total iron increased with time lapse but notable absorption curve was not ob

tainable. Presence of Biliverdin could not be proven qualitatively.


