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血色 素より胆汁色素への分解過程に生ず る中間産

物はverdohemoglobin1と 呼 ばれ,こ のものは0.4%

に塩 酸を加えると遊離す る所謂易分離鉄2)と 同一の

中間産物 と考え られてい る.

第1編 に於 て は,放 射 性 鉄Fe55を 利 用 して,

 Pyridine-hematinよ り胆汁色 素生成 中 間産物ver-

dohemochromeに つ き,試 験管内に於て主 と して鉄

の消長面 より検討 を加え,そ の性状の一端を明 らか

に したのであるが,本 編に於ては, heroinに 代 り血

色素 を用い,胆 汁色素生成過程 に於 る中間産物 を鉄

の消長面 よ り追求 し,合 せて教室従来の成績 の測定

上不 可避 であつた誤差を補填すべ く,放 射性鉄Fe59

を追 跡子 と して実験を進 めることに した.

実 験材料 には,充 分に演血貧血を起 させた雄性家

兎に, Fe59-C13塩 酸 溶液 を生 理的食塩水 で稀釈 した

ものを耳静脈 より頻回に注入 して, Fe59標 識 赤血球

をえて, M. Enge13)及 び永井4)の 方 法 に做い,放 射

性血色素液を調製 して使用 し,反 応液は,放 射性血

色 素 液1.0ccに, pH 7.1のM/15 Soerensen燐 酸

塩 緩 衝 液13.5Ccと, 1-aecorbin酸 結 晶100mg

を蒸 溜水1.0ccに 溶 解 し, N/10苛 性 曹達4.5cc

で 中和 した ものを加えて, tolueneを 重 畳 す る こと

な く, 38℃ 恒 温槽に酸素非通気 のまま放 置 し,反

応直後, 1, 2, 4, 8, 16及 び24時 間後 に夫 々恒 温槽

より取 出 し,遠 心沈澱 によ り沈澱物を除いた上清を

5.0cc採 り. column chromatographyを 行 つ た.

 chromatograph吸 着 剤は,第1編 と同様に, Brock

mann製 活 性aluminaを 使 用 し,展 開 剤 も,水 ,

 ether, chloroform, methanol, pH 7.1M/15 Soe

rensen燐 酸 塩緩衝液等検討 の結果,第1編 と同様 に

燐 酸塩緩衝5.0ccを 使 用 した.

斯様にしてえ られ た各時間毎 のchromatogram

は)第1図 に示す如 くであつた.即 ち反応直後上端

より赤色,無 色の層を隔てて淡緑色,暗 緑褐色及び

淡赤色の4層 を認めた.反 応1時 間目には第1層 の

赤血層は赤褐色に変じ,無 色の層は薄 くなり淡緑色

層は増大 した.第1層 は2時 間目以後灰褐色に変 じ,

終始 この色を呈 した.第2層 は,反 応8時 間目まで

淡緑色を呈したが, 16時間目以後黄褐色調を増 し,

第3層 の暗緑褐色層は,反 応2, 4時 間目には暗緑

色,反 応8, 16時間目には再び暗緑褐色を呈 し,反

応24時 間目には淡褐色となつた.第4層 の淡赤色層

は,時 間の経過と共に層の厚 さを増 したが,反 応8

時間目以後は第3層 と混 じて境界は不明瞭 となり,

一括 して第3層 として検討を加える事にした.反 応

4時 間目には,淡 黄色の滲透液を認めるようになり,

時間の経過 と共に次第にその色調を増す傾向が認め

られた.

既に主要な各吸着層についての一般性状に関して

は,教 室寺尾5),間 賀6)が 夫 々活性alumina及 び

silicagelのchromatographyに より)詳 細に検討を

加えて報告 しており,特 に反応初期にみられる赤褐

色層は,血 色素若 しくはmethemoglobinよ りなり,

淡赤色層はhemiglobin若 し くはhemichromogen

であることを決定 した.又 他の吸着層に関 しても検

討を加えて,血 色素より胆汁色素への分解過程に於

る主要分解過程と,副 行的分解過程を仮定 している.

そこで一応 これ等の問題には触れず,中 間産物の鉄

の動行に焦点を置いて,更 に検討を加えることにし

た.

既に冒頭にも述べた如 く,血 色素より胆汁色素へ

の分解過程に於ける中間産 物 と して, verdohemo
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globinと 総称される近似物質群を生じ,こ のものは

0.4%の 割合に塩酸を加えて16時 間38℃ に放置する

と, Barkanの 我謂易分離鉄2) 7)を 遊離す るという

共通の性質を有するものとされている.そ こで血色

素と, 1-ascorbin酸 及び分子酸素反応に於て,経 時

的にchromatographyに よるverdohemoglobinの

各分劃に於 る易分離鉄量の消長を以つて追求したの

であるが,こ の際同時に総鉄量を測定 し,更 に鉄遊

離の容易性から各段階のものが存在するのではない

かと云う想定のもとに,同 時に0.4%の 割に塩酸添

加直後鉄量及び塩酸に代えて水を用いる所謂遊離鉄

量をも合せて検討 し8),そ の相互関係につき考察を

加えることに した。

各反応時間吸着層の総鉄量は,第2表,第2図 に

示す如 くであつた.こ の際使用総countに 対する各

層countの 百分率で示 した.即 ち第1層 に於ては,

反応直後には10.7%と 仮値であつたが,経 時的に増

量 し,反24時 間には48.0%と なり,使 用総count

の約半分が第1層 に集中した.第2層 に於ては,反

応初期には2%前 後であるが,反 応2時 間目以後は

凡10%前 後の定値を示 し,時 間的変動に乏 しかつた,

これ等に反 して,第3層 に於 ては,反 応直 後 よ り

42.8%の 高値を示 し,以 後緩やかに増量 して,反 応

4時 間目には58.0%と 最高値となり,以 後緩やかな

曲線を描 きつつ漸次減少するが,反 応24時 間目に於

て もなお38.4%の 高値示 した.第4層 に於ては,反

応直後43.9%の 高値であつたが,経 時的に急速に減

少 した.な お無色の層及び滲透液の鉄量は痕跡程度

に留り,そ の意義は無いものと思われた,以 上の如

く総鉄量のみか ら考察 して も,血 色素より胆汁色素

への分解過程に於いて,経 時的にchromatography

の分配及び色を異にする種々の近似物質群を生じ,

夫 々鉄の分配を異にすることがわかる.

0.4%の 割に塩酸を加え, 38℃ 恒温槽に16時 間

放置し遊離する所謂易分離鉄量を測定 し,総 鉄量に

対する百分率で示すと,第3表,第3図 の如くであ

つた.第1層 に於ては,反 応直後11.1%で あつたが,

経時的に急速に増量 し,反 応16時 間目には58.2%の

最高値に達 し,総 鉄量の経時的増量との並行関係が

認められた.即 ち第1層 に於いては,反 応の進行と

共に鉄量を増すが,そ の大部分は易分離鉄の増量で

あることがわかる.第2層 に於いては,反 応直後及

び1時 間目に於て,夫 々46.9%, 43.7%の 高値を示

したが,以 後急速に減少した.第3層 に於いては,

総鉄量の多いのに反 して,易 分離鉄量は極めて僅少

であり,反 応2時 間目の最高値に於てす ら9.1%を

示すに過ぎなかつた.第4層 に於ては,総 鉄量の経

時的な急速の下降がみられたのに反 して,急 速な増

量が認められた.

以上総鉄量及び易分離鉄量のみか ら考察しても,

血色素より胆汁色素への分解過程に於 る中間産物

verdohemoglobinの 性状の多様性を充分に観察 しえ

たものと思考せられ,第1,第4層 に於いては,鉄

遊離の困難な状態より出発 して経時的に鉄遊離の容

易な状態への変遷が窺われるのに反して,第2層 に

於いては,逆 に経時的に鉄遊離の困難な状態へと変

じ,第3層 に於いては,終 始鉄遊離困難な状態を固

持した.

塩酸による鉄遊離の難易を検討す るために, 0.4

%に 塩酸添加直後鉄量を測定 し,更 に三塩化酷酸に

よる鉄遊離の可否を考慮して,教 室湯浅8)が 先に検

討 した如 く,塩 酸の代りに蒸溜水,次 いで20%三 塩

化酷酸を加えて除蛋白し,そ の濾液について測定し

た自然遊離の所謂遊離鉄についても検討を加えてみ

た.そ の結果は第4表,第5表 に示す如くであり,

これを各層別に易分離鉄量との比較に於て図示した

のが,第4, 5, 6, 7図 である.即 ち,易 分離鉄量,

 0.4%に 塩酸添加直後鉄量及び所謂遊離鉄量の三者

の間には,ほ ぼ並行関係を認め,上 述の順に鉄量の

減少がみ られ,易 分離鉄量が常に優位を示 した,而

して所謂遊離鉄量は,第2層 の反応直後及び1時 間

値を除き,他 は総て10%内 外の痕跡繭度に留つたが,

自然遊離の鉄の存在は明らかである.第1層 に於て

は,他 の3層 と異り,易 分離鉄,塩 酸添加直後鉄及

び所謂遊離鉄量の間には大きな距 りを認め,経 時的

易分離鉄量の増加は,biliverdin収 量の多いことと

相まつて, 4層 中最 もverdohemoglobinを 多量に

含有 したものと思考 され,血 色素より胆汁色素への

分解の主要過程と目され,端 的にその性状の一端を

窺いえたものと考えられる.又 易分離鉄量と塩酸添

加直後鉄量との比較に於いて,反 応初期には,両 者

の間は僅少の差で,易 分離鉄の大部分が塩酸添加直

後鉄量であつたにも拘わらず,反 応進行と共に両者

間の差は大となり,酸 による時間的鉄遊離容易な物

質より,次 第に難易の物質への転換を窺うことが出

来る.他 の3層 に於いては, 3者 間の距りは僅少で

あり,容 易にイオン化する性質をもつことが窺える.

三塩化酷酸による鉄遊離の可否につき, G. Barkau2)

及びR. Lemberg9)は 遊離 しないと述べ,教 室湯浅8)

もその問題に関する直接の実験は行つていないが,
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遊離鉄が時間の経過 と共 に増加 して易分離鉄(総 鉄

量 として述べてい る)に 著 し く接近す る事実 よ り,

三 塩化 酷酸 が鉄 を遊離せ ぬ限 り, verdohemoglobin

乃至 その誘 導体 は種 々変化 の過程 に於いて, biliver

din核 の分解を伴い,自 ら鉄を遊離 す るに至 り,更

にはverdohemoglobinを 経 ぬ分解 も考慮 され る と

述 べてい るが,以 上の実験 に於いては,第2層 の反

応直後及び1時 間 目を除き,常 に低値 を示 して10%

以 下 に留 り,遊 離鉄の経時 的増量を認 めず,一 方又

易分離鉄量及び0.4%に 塩 酸添加直 後鉄量 には常 に

及ばない事実か らすれば,塩 酸 には及ばないが三塩

化酷酸 によ る鉄遊離が考 慮され るべきか又 は三塩化

酷酸によ らずに全 く自然 に遊離す る鉄が存在す るの

か何れかで ある.何 れに もせよ第2層 の反応 初期 に

於いては,遊 離鉄量 は易分離鉄量及 び塩酸添加直後

鉄量 と共 に高値 を示 し,易 分離鉄の大部分を遊離鉄

が占め,イ オ ン化 し易い鉄を多量 に含有す る物質 で

あることがわか る.

各時間吸着層を 分劃 分離 し, M. Enge13)のbili

verdin抽 出法 に做 い ,20ccの 蒸 溜水 と10ccの 氷

酷酸を加えて溶解す ると,緑 色 乃至褐緑色 を呈 し,

これに酷酸曹達結晶6grを 加 えて完全 に溶解 させ,

 30ccのetherで 抽 出を行い,分 離 したether層 を

数回水洗 し, 0.5%塩 酸20ccを 加 えて よ く振盪す

ると,青 色色素が0.5%塩 酸 層に移行 した,こ の青

色色素の吸 収曲線を求あてみ ると, 655mμ に 吸収

極大を示 した.ま た塩 酸抽 出液 に, sodium dithio

nite一 刀尖を加えて還元す ると黄色 に変 じ, chloro

formを 加 えて振 盪す ると,黄 色色素 はchloroform

層 に移 行 した.こ のchloroform層 につ き定性反応

を行 うと, Gmelin反 応 及びalcoholを 加 えた後 の

diazo反 応 は陽性で, aldehyde反 応 及 びSchlesinger

反 応 は陰性 であつ た.従 つて この黄色色 素はbiliru

dinで あ り,還 元前の青色色素 は,吸 収 曲線 と相 ま

つてbiliverdinと 云 い うる.各 時間吸着層 よ りbi

liverdinを 抽 出 し, Pulfrichの 光 度計 を用 いて測定

した結果 は,第6表,第4, 5, 6, 7図 に示す如 く

であ り,第1, 2, 3層 に は相当量にその抽 出をみた

が,第4層 には僅微 であつ た.又 第1層 に於ては反

応8時 間 目に,第2, 3, 4層 に於ては これ よ り早 く

反応4時 間 目に夫 々収量の極大を認め,易 分離鉄 と

は並行関係を示 さなかつ た.又 各吸 着層 は,こ れを

33%酷 酸 で溶離 した後, sulfosalicyl酸 水 溶 液を加

え る.と蛋白反応 を呈 した.滲 透 液は反応初期 に於い

て は無色であ るが,反 応4時 間 目以後淡黄色 とな り,

経 時的 に黄色 調を増す傾向が認 め られ,前 述の如 く

総鉄量は痕跡程度 に留つた. N/10塩 酸 を加 えて,

 chloroformで 抽 出す ると,黄 色色素がchloroform

に移 行 し,こ の ものはGmelin反 応 及びalcoholを

加 えた後のdiazo反 応 が陽性 で, sulfoealicyl酸 に

よ る蛋 白反応 は陽性 であつた ところより,こ の もの

はbilirubinで あ る.

以上 より血色素 か ら胆汁色素 への分解過程に於 け

る中間産物verdohemoglobinは, column chromato

gramに 於 る経時的な色調 や配分を異に し,更 に は

易分離鉄を含む共 通の性状を認め るに して も,夫 々

酸によ る鉄脱離性 を異 にす る等,種 々の段階の もの

よ り構 成 される ことが分 る.即 ち従来verdohemo

globinと 呼 称 された中間物質は,補 欠族の面 か らは

biliverdinの 抽 出が可能で,そ の抽 出程度 が種 々で

あ ると共に,補 欠族 による色調 を異 に し.一 方鉄遊

離 の難易では種 々の程度が証明 され,更 に これ等 に

変性globinの 配位 を証 明 され た.こ れ らの中,反

応進行状態を易分離鉄の消長 よ り考察すれば,先 づ

第2層 が反応 初期 には先導 とな り,次 第 に第1,第

4層 にその主導権 をゆず り,漸 次第1層 が優位 を示

して血色素よ り胆汁色素へ と分解が進む もの～と考 え

られ る.

実 験 の 部

1. 実 験 材料

1. 1.放 射 性鉄

放射性鉄 は,米 国Oak Ridge National Labora

toryよ り輸入 され たFe 59-C13の 塩 酸溶液 を使用 し

た.　Fe59は 半 減期47日 で, 7線 と低 エネルギ ーの β

線 を発す る.夫 々0.26m. e. v.及 び0.46m. e. v.

の最 大 エネルギーを もつほぼ等 しい強 さの2種 の成

分 よ りなる β線スペ ク トルを有 し,低 エネルギーの

P粒 子 は, 1.30m. e. v.のγ 線,高 エ ネルギ ーの β

粒子 は1.10m. e. v.の γ線を伴つてい る.

1. 2.放 射性鉄 の精製10)

1. 3.材 料 家兎の調製

以上は第1編 に準 じて行つた.

1. 4.放 射 性血色素 の調製.

M. Enge13)の 方 法 に做い,新 鮮家兎血 液よ り調製

した.

1. 5.血 色 素濃度の定量.

L. Heilmeyer-平 出11)の変 法に做 つた.

1.　6.血 色 素液の放 射能 に関す る検討.

第1編 に述べ た如 く,血 色素液のspecificactivity
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は高 い ことが要求 され るので特 にこの点 に留意 し,

而 も反応進行上の適当な血色素濃度 を考慮 した結果

本実験使用当初 の血色素溶液1.0ccは,平 均126,500

counts/101nin.で あ つた.

2. 実験 方法.

2. 1.反 応 液の調製.

上述 の方法 で調製 した濃度12.29g%のFe59標

識 血色素溶液1.0ccを 三 角コルベ ンに採 り,こ れ

にpH 7.1M/15 Soerensen燐 酸 酸緩衝液13.5 cc

と1-ascorbin酸 結 晶100 mgを 蒸 溜水1.0ccに

溶 解 し, N/10苛 性 曹達4.5ccで 中和 した ものを

加 え, toruolを 重 畳す ることな く密栓 して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 に於いて,各 時間毎の反応液か

ら沈澱物を遠心沈澱 により除いて各5.0ccを 採 り

column chromatographyを 行 つた.

2. 2. chromatograph吸 着 柱の作製法,

第1編 の方法 に做い, Brockman製 活 性alumina

を使 用 した.吸 着柱の高 さに関 しては,第1編 の如

き流下層を認めないため,分 配 と展開時間を考慮 し

て10cmと した.展 開剤 と しては第1編 と同様に,

 pH 7.1 M/15 Soerenaen燐 酸 塩緩 衝液5.0ccを 使

用 した.

3. 測 定 方法.

3. 1. biliverdiaの 定 量法

M. Enge13)及 び永井4)の 方 法 に做つた.

3. 2. 吸 収 曲線描写法.

BeckmanのRecording Spectrophotometer Model

 D. K.に よ つた.

3. 3.易 分 離鉄定量法.

Barkan及 びWalker12)の 方 法 に準 じた.

3. 4. Few定 量 法.

Tab. 1. Correctness for Decay of Radioactivity.

Fig. 1. Comparative Diagram of Hourly Chro

matograms and Effluent of the Resulting

Solution of Hemoglobin under Influences of

 1-Ascorbic Acid and absence of Oxygen.

Fe55は 第1編 に述 べた如 く,弱 いX線 のみを放射

す るために,自 己吸収 による測定誤差を考慮 して,

湿 性灰化,電 気鍍金 とい う煩雑 な手技を要 したので

あ るが,本 編 に於て はEe59のγ 線 を 利用 して測定

したため,測 定手技 は著 しく簡略化 された.即 ち試

料を直径1.5cm,深 さ1.Ocmの ガ ラス製容器 に

とり,神 戸 工 業 製 のScintillation Counter Model

 E. A-13を 使 用 し,測 定距 離 を1.0cmと して計

測 を行 つた.一 連の実験は放射能 の減衰を考 慮 して

同一 日に測定を行い,そ の都度血色素溶液1.0ccの
じ

計数を測定し,使 用当初の血色素溶液1.0ccの 測

定計数値 と対比して,第1表 の如 くして放射能減衰

による誤差を補正 した.な お計数時間は第1編 と同

様 に10分 計測 と した.

4.反 応 液のChromatographyと 時 間毎 のchr

matogram

上 述 吸着柱に元 づ蒸 溜水 を流 して全体が湿 り,か

つ気泡を駆逐 した,,各 時間反応液を恒温槽 より取

出 して遠 沈 分離 し た上 清5.0ccを 採 り,静 か に

columnに 注 入 して 自然 に滲透 させ,全 部 滲 透を 終

ると直 ちに展開剤 と してpH 7.1M/15 Soerensen

燐 酸 塩緩 衝液5.0ccを 注 入 してchromatogramを

作製 した.

反 応各時 間毎 のchromatogramは 第1図 に示 す

如 く,反 応4時 間 目まで は4層 に,以 後の時間 に於

て は3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.反 応4時 間 目以後に於ていは淡黄
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色乃至黄色の滲透液をみとめた.

5. 各吸着層に関する検討.

5. 1.鉄 量による各吸着層の検討.

5. 1.1.総 鉄量による検討.

各吸着層を分劃分離 し, 38℃ 恒温槽に1昼 夜放

置して充分乾燥させ,乳 鉢でよくすつて均等 となし

た後に全量を秤量 し,そ の1.0grを 前 述の計測用

容 器に採 り,表 面 を平坦 となるように して自己吸収

を一定 とな して後Scintillation Couaterを 用 いて計

測 を行つた.そ の結果 は第2表,第2図 の如 くなつ

た.

Tab. 2. Amounts of Total Iron. C: Counts

Fig. 2. Amounts of Total Iron

1st Band

2nd Band

3rd Band

4th Band

Fig. 3. Amounts of Easily Split Off Iron

1st Band

2nd Band

3rd Band

4th Band

Tab. 3. Amounts of Easily Split Otf Iron. C: Counts

5. 1. 2.易 分離鉄 による検討.

column chromatography に よ り分 劃 分離 した各

吸着層を分離 し,こ れに蒸溜水5.0ccを 加 え,更

に1.2%塩 酸2.5ccを 加 え, 38℃ 恒 温槽 に16時
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間放置した後,こ れを遠心分離してえた上清3.0cc

に20%彪三塩化酷酸1.0ccを 加えてよく混和後濾過

し,濾 液を正確に2.0CC採 り,測 定用ガラス性容

器に入れて測定を行つた結果は,第3表,第3図 に

示す如 くなつた.

5. 1. 3. 0.4%に 塩 酸添加直 後鉄量 よりの検 討.

 column chromatographyに よ り分 劃分離 した各

吸着層を分離し,こ れ に蒸溜水5.0ccを 加え,更

に1.2%塩 酸2.5ccを 加えて後,恒 温槽に放置す

ることな く直 ちに遠心分離してえた上清3.0ccに,

 20%三 塩化酷酸1.0ccを 加えてよく混和 した後濾

過 し,濾 液を正確に2.0cc測 定用ガラス性容器に

採 り,測 定した結果は第4表 に示す如 くであつた.

Tab. 4. Iron amounts added to 0.4% Hcl immediately. C: Counts

Tab. 5. Amounts of Free Iron. C: Counts

5. 1. 4.所 謂遊離鉄量よ りの検討.

column chromatographyに よ り分劃 分離 し た 各

吸着層を夫 々分離 し,こ れに蒸 溜水5.0ccを 加 え,

更 に1.2%塩 酸 の代 りに蒸溜水2.5ccを 加 え,直

ちに遠心分離して上清3.0ccを 採 り, 20%三 塩化

酷酸1.0ccを 加えてよ く混和した後濾過 して,濾

液を正確に2.0cc測 定用ガラス性容器に採 り,測

定 した結果は第5表 に示す如 くなつた.

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

Three Sorts of Iron and Biliverdin

Easily Split Off Iron
0.4% Hcl
Free Iron
Biliverdin

易分離鉄 量, 0.4%に 塩 酸添加直後鉄量,所 謂遊

離鉄 量の3者 につ き,各 層別 に比較検討を加えると,

第4, 5, 6, 7図 に示 す如 くであっ た.

5. 2.biliverdin量 に よ る各吸着層の検討.

column chromatographyに よ り分劃 しえ た 各吸

着層を夫 々分離 し,こ れ に蒸 溜水20ccと 氷 酷酸

10ccと を 加えてよ く振 盪すると淡緑色物 質が溶離

された,こ れ を遠心沈澱 してえた溶離液 に,酷 酸曹

達結 晶6grを 完 全に溶 解 させ, 30 ccのetherで

抽 出を行 い,抽 出 しえ たether層 を蒸 溜水 で数回洗

源 した後, 0.5%塩 酸20CCを 加 えて振 盪すると.

色 素は塩酸層 に容 易に移行 して青色を呈 した.こ の

青色 溶液につき, Pulfrichの 光 度計を用いて測定を

行 つた結果 は第6表,第4, 5, 6, 7図 に示す如 く
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であつた.

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

Threc Sorts of Iron and Biliverdin

Easily Split Off Iron
0.4% Hcl
Free Iron
Biliverdin

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

即 ち第1層 に於いては8時 間 目,第2,第3層 に

於 ては4時 間 目,第4層 に於て は2乃 至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,

 sodinm dithioniceの 一 刀尖を加 えて 還元 す ると,

青色 よ り黄色に変 じ,黄 色色素がchloroformに 抽

出 され た. chloroform溶 液 に於いて黄色色 素は,

Gmelin反 応 陽性, alcoholを 加 え た後 のdiazo反

応 陽性, aldehyde及 びSchlesinger反 応 は何れ も

陰 性であつた.従 つて黄 色色素 は間接bilirubinで

あ り,青 色色素はbiliverdinで あ る.又0.5%塩 酸

に抽 出 され た青色 溶液 につ き, BeckmanのRecor

ding Spectrophotometer Model D. K.を 用 いて吸収

曲線 を求めてみ ると,吸 収極 大は655mμ であつ た.

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

Three Sorts of Iron and Biliverdin

Easily Split Off Iron
0.4% Hel
Free Iron
Biliverdin

Tab. 6. Biliverdin yield from each separated 

band. mg %.

5. 3.滲 透 液に関す る検討.

滲 透液 は反応初期に於いて は無色であ るが,反 応

4時 間 目以後淡黄色 を呈 し,次 第にそ黄色調 を増す

傾向を認 めた.総 鉄量は痕跡程度に留 り,そ の意義

は無い もの と考え られた.滲 透液10ccにN/10塩

酸2ccを 加 え, chloroformで 抽 出す ると, chloro

form層 は黄色 とな り,こ の ものはGmelin反 応 及

びalcobolを 加 えた後のdiazo反 応 は陽性であ り,

又sulfosalicyl酸 に よる蛋 白反応 も陽性であつ た.

5. 4.各 吸 着層の蛋白反応.

各 時間吸着層を分劃分離 し, 33%酷 酸 で溶離 して

eulfoealicyl酸 で 蛋 白定性反応を行 うと,全 て 陽性

であつた.

結 論

Fe59標 識 血色素溶液に,酸 素非通気の 下で1‐as
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corbin酸 を作用させて生ずる中間産物を,経 時的に

column chromatographyで 分劃して以 下の所見を

えた.

1. 反応直後より反応4時 間目までは4層 に分劃

し,反 応8時 間目以後は3層 となり,反 応各時間毎

に各層は夫 々色調と配分を異にした.

2. 各時間吸着層は夫々総鉄量の配分を異にした.

3. 第1層 の総鉄量の経時的増量は,大 部分易分

離鉄の増量である.

4. 第2層 は総鉄量が少なく,経 時的変動に乏 し

いが,易 分離鉄は反応初期に極めて多 く,他 の層に

比 して反応進行の先導となる如 くであるが急速に感

じた.

5. 第3層 は総鉄量が最 も多いのであるが,易 分

離鉄量は極めて僅少であり,経 時的変動に乏 しい.

6. 第4層 は総鉄量の急速下降に反 して,易 分離

鉄は急速に増量する.

7. 易分離鉄量は,塩 酸添加直後鉄量及び所謂遊

離鉄より常に優位を示す.

8. 所謂遊離鉄の存在は明らかであるが,自 然遊

離の鉄か,三 塩化酷酸による鉄遊離かは不明であつ

た.

9. 第1層 では他の層と異り,そ の鉄はイオン化

し難い.

10. 各層共biliverdinが 抽出されたが,そ の収量

曲線と易分離鉄量との間には並行関係を認めなかつ

た.

11. 滲透液は反応4時 間目以後黄色となり,経 時

的に黄色調を増 したが,鉄 量は痕跡程度であり,総

てbilirubinの 反応を呈 した.
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Studies on Intermediate Products of Bile Pigment Formation

Unilizing Radioctive Iron in Vitro.

Part 2. Chromatographic Studies on Intermediate Products

from Hemoglobin to Bile Pigment

By

Koji Kikkawa

From the First Department of Internal Medicine, Okayama University

Medical School (Director: Prof. Dr. K. Kosaka)

The following deduction were obtained, reacting traceable Fe59 hemoglobin solution 
with 1-ascorbic acid under absence of oxygen , and subsequently observated the formed in
termediate products in the column chromatography as the time elapsed .

1) The column stratified into four layers in 4 hours after initial reaction and into 3 
layers 8 hours after start of reaction . Colors and distribution of strata differed at correspon
ding reacton times.

2) Total iron distribution differred with corresponding absorption layer and reaction 
time.

3) The hourly increase of total iron in the first stratum was due mostly to increase of 
easily split off iron.

4) Total iron content of second layer was small and hourly change was minute, however 
at the start of the reaction the presence of easily split off iron was exceedingly large . Al
though easly split off iron content reduction was fast in comparison with other layers it 
appeared as though this layer was the initiator of reaction progress .

5) Total iron content was largest in the third layer , but the quantity of easily split 
off iron was exceedingly small and hourly change was lacking .

6) Against the fast rate of reduction of total iron content of the fourth layer , the easily 
split off iron increased at a fast rate .

7) Easily split off iron content was always higher than the iron content immediately 
after the hydrochloric acid addition or so called free iron .

8) The presence of the so called free iron is obvious, but it was not clear whether it 
was the natural free iron it was due to trichloro -acetic acid.

9) Differing from other layers , the iron in the first layer was harder to ionize.
10) Biliverdin was analysed from all layers but parallel between its content and that 

of easily split off iron was not recognized .


