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胆石の化学的分析

第1編：胆石構成成分の抽出法と定量法に関する研究
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Chemical Analysis of Gallstones 

〔I]Extraction and Quantification of Gallstone Components 

SuMIO MuKAIHARA 

同condDepartment of Surgery, Faculty of Medicine, Kyoto University 
(Director: Prof. Dr. YORINORI HIKASA) 

A rnicrochernical technique for the analysis of gallstones is described. This technique is 

designed for easy, rapid and accurate determination, but it is also capable of dealing with very 

small quantities of the material to be tested. 

1）じallstonesare washed with distilled water, dried, pulverized with an agate mortar, and 

desiccated to a constant weight. This method requires as little as 10 milligrams of a sample, 

b,J.lt allows accurate and separate analysis of thin layers of gallstones. 

2) Ten milligrams of gallstone powder is transferred to a 10 ml glass-stoppered centrifuge 

tube, mixed with the following solvents, and stirred with an ultrasonic stirrer. The tube is 

centrifuged at 4,000 r.p.m. for 15 minutes. An aliquot of the supernatant is placed in a small 

test tube. The excess supernatant is aspirated, and the residue is dried. Stepwise solvent 

extraction consists of：負rst,petroleum ether 10 ml; second, lN-hydrochloric acid 10 ml; third, 

petroleum ether 10 ml; fourth, dimethyl sulfoxide (DI¥I日0)10 ml. Each extraction procedure 

takes less 20 minutes. 

3) An aliquot of the petroleum ether extract is used for the colorimetric determination of 

cholesterol by Zak-Henly’s method and of fatty acids by Itaya-Ui's method. An aliquot of the 
hydrochloric acid extract is used for the colorimetric determination of calcium by the OCPC 

method and of inorganic phosphorus by Goldenberg’s method. An aliquot of the D'.'v!SO 

extract is used for the colorimetric determination of bilirubin by the oxidation method. 

Furthermore, bilirubin and biliverdin in gallstone are directly extracted with DMSO acidified 
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with 1% volume of IN-hydrochloric acid. Bilirubin j, measured by Malloy-Evelyn's method, and 

both bilirubin and biliverdin are measured by the bilirubin oxidation method. Biliverdin is 

determined from the difference between the values of the two methods. 

The recoveries of each gallstone component range from 94 o 0 to 106ぺ， in these colorimetric 
determinations. 

緒

－E 
胆石の化学的分析は，古くから行なわれてきたが9,

叫町，長い分析時間を要し，かつ複雑な操作のため14,

66,32, 42, 25, 33），広く一般に普及するに至っていない．

しかし，胆石構成成分を分析し，その組成から胆石を

分類することは，胆石症の病態の解明や治療方針の決

定IL当たり重要で，従来の方法に比して，より簡易で

迅速な胆石構成成分の化学的分析法の開発が是非とも

必要となる．それ故，著者は新たな観点、から，胆石の

化学的分析法lζ検討を加え，簡易で迅速にその操作を

行なう乙とができ，しかも微量の試料でも正確に実施

し得る分析法を開発しようと意図した．

実験方法

[I l 試薬及び装置

Bilirubin (Sigma grade), Biliverdin dihydrochloride 

(grade II）は SigmaChemical Co.より購入， その他

の抽出や比色定量lζ用いる試薬は，全て ］IS特級試薬

（関東化学）を使用した．

試料の秤量は島津 LM-20型微量直示天秤によった．

試料と溶媒の撹持はBransonicR220型超音波振湿器を

利用し， また抽出残澄の遠心分離には久保田 KN・20

型車上多本架遠心機を利用した

比色定量は目立200-10型ダブルビーム分光光度計lζ

て，赤外線吸収スペクトノレ分析は目立215型回折格子

赤外分光光度計ICて，それぞれ行なった

(II］試料

手術により摘出したヒト胆石は直ちに，蒸溜水lζて

数回洗浄し，表面IC付着している胆汁等を完全に除去

した．暗所において自然乾燥後，清拭したペーパーナ

イフで真二つに分割し，害j面からメスの刃先で試料を

1～lOmg採取した．肉眼的lとその割面像から，組成

や機造が異なると判断される幾つかの層構成単位より

Jjjl行が成り立っていると忠われた場合には． それぞれ

の部位から別個に試料を採取した．この試料は璃猶乳

H＞~ f目いて粉砕し，微細な t;, ！とした上， シリカヶ.）レ

を入れたデシケーター中で減圧乾固させ， • Fili；が一定

ICなるまで水分を十分に除去した後，更に光による試

料の変化を防ぐために，遮光したデシケーター中lζ保

存した．

[Ill] 抽出操作法とその条件の決定

従来報告されてきた抽出法は，長時間の複雑な操作

と大量の試料を必要とした そのような欠点を改良す

る目的で，まず超音波振盟主器を利用して試料と溶媒を

強力に燐伴し，更に遠心分離法によって上清と抽出残

澄の簡易かつ迅速な分離を行なうようにした．抽出の

際に使用する容器は，全て気密性の高いすり合わせ部

分を有するヵーラス栓付遠r).；管とした．超音波振重量lとよ

り目的物質は，数分という短時間内に十分に抽出し得

た．抽出終了後の溶媒と抽出残澄との分離には，従来

溢過法65,42,25）が採用され行なわれてきたようである

が，遠心分離法を導入した それによって抽出操作は

終始同一容器内で行なえるようになり，容器交換によ

る試料の減量は防止されるに至った．また．上清から

の検体採取，更には上清の吸引除去による抽出残澄と

の分離等，その操作過程は終始極めて簡略となった．

胆石の主たる構成成分としては，コレステローム

脂肪酸カルシウム，ビリ Jレピンカルシウム，炭酸カル

シウム，燐酸カノレシウム，蛋白質等が与っており，そ

の他にも，微量のコレステロールヱステノレ，遊離脂肪

酸，遊離及び抱合型胆汁酸，レシチン，多糖類，＼I耳、

Cu等の金属類が含まれている．従って，脂肪成分の

抽出に用いる溶媒として，アセト ン．石油エーテル，

ジエチJレエーテノレ， メタノーノレ， エタノ－Jv, Folch 
液（メタノーノレ： ：クロロホノレム， 1: 2), Bloor液（エ

タノーノレ：ジエチルエーテル，3: 1) 15，口）を，無機物

質IC対するそれとしては， 1；＼及び 4：＼＇塩酸を，ヒリ

ノレビンlζ対するそれと しては司クロロホルム， 1¥, N-

dimethyl formamide ( D :¥I FA), dimethyl sulfoxide 

(!>!\ISO）••＞をそれぞれ使用した． そして，とのよう

な九回漆岐による，超音波振控室法やi卓心分離法を応用
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した抽出操作に必要な条件，抽出回数，抽出に際して

の混入物の有無，抽出の順序，抽出操作IC伴う胆石構

成成分の変化等について，コレステロー1レ系石2個，

ビリノレビン系石2個，黒色石1個の合計5個の胆石試

料を用いて十分に検討した．

実験成績

[I J 抽出条件

。石油エーテル抽出

まず試料の一定量（1～lOmg）を正確に秤量し，容

量 lOmlの共栓付遠沈管にそれをとる．試料IC対して

lml/mgの割合となるように，石油エーテjレを正確に

加えた後， 図lの如く，超音波振型車器Iζて30秒間， 2

～3回，間隔をあけて携伴振盟主する．乙の操作lとより，

コレステロール，コレステロールエステノレ，遊離脂肪

酸，レシチンが抽出されることになる17）.次いで，

4,000 r.p.m.で15分間遠心分離し．上清と抽出残漬に分

離する．脂肪成分の定量のために，一定量の検体を石

油エーテノレ層より採取した後，残りの上清はできるだ

け吸引除去し， 更に残存する石油エーテノレを N2気流

下i乙完全IC除去する．そして，抽出残澄を乾固させる．

＂－）石油エーテルを選択した理由は，他の有機溶媒

に比し，ビリ Jレピンや脂肪成分以外の物質が混入する

怖れが少なく．正確に脂肪成分を定量できるという利

点があるからである．しかし，抽出力がやや弱いとい

う欠点があり叫口九そ乙で，乙の点iζ関し，石油エー

テノレとメタノーノレとのそれぞれについて，コレステロ

ールの抽出力を比較検討してみた．すなわち，それぞ

れによって抽出した検体を．後述する Zak-Henly法

によりコレステロールの定量を行なってみたと ζろ，

メタノ －）レ抽出による時は，コレステローノレを1回で

ほぼ完全に抽出できるが，石油エーテノレ抽出による時

は，それを2～3回繰り返し行なう必要があった．そ

れでもコレステローJレ系石や黒色石では，共IC近似し

た測定値が得られたが， ビリノレビン系石ではメタノ

ーノレ抽出による場合の方が常に平均2%位高い値を示

した．しかし，ビリルビン系石試料をメタノール抽出

すると，胆汁酸やビリ Jレビンが混入するため， ZaK・

Henly法によるコレステローJレの定量1：：際して，正の

誤差を与えることが判明した乙ともあって，石油エー

テJレを選ぶ乙とにした．ただし，コレステロールの測

定lζ際しては，後述するように2回目の石油エーテル

抽出液をl回目のそれに加え，乙れによって抽出力の

弱い欠点を補うようにした．

b）遊離脂肪酸は，石油エーテノレによる 1回の抽出

で完全に抽出し得た．メタノーJレ抽出によると，遠心

分離によっても脂肪酸カルシウムがメタノール中IC多

量混入するため，正確な遊離脂肪酸量の測定を行ない

得ない憾みがある．とのような点からも，混入物の多

いメタノーノレ抽出法を差し控え，石油エーテノレ抽出法

を選択したわけである．

2）塩酸抽出

次IC1:-.l趨酸を lml/mgの割合となるように抽出

残t査に加え，再び図1の如き操作を行なう それICよ

って各積のカルシウム化合物からはカルシウムが，無

機の燐化合物からは燐が，また，その他のNa,K, Mg. 

Fe, Cu, Zn, l¥lnとい：った金属類も抽出される．なお，

炭酸カJレシウムの炭酸は気体となり大気中に拡散する．

遠心分離した後，無機物質を測定するためにその上清

を採取するが，ビリルピン系石では，遠心分離によっ

ても上清表層K淡褐色の蛋白質様物質が浮遊する乙と

があるため，そのような際には乙れを吸引除去した上，

ヒベ y ト
吸引

Jニli'i抽出前煤

・砂
iSi 心 ι 睡

・砂ふ心m二ふ ・砂 ．，， 

胆打粉五

組音波振~
30抄／固× 3回

検体操取 上泊吸引除去

図1胆石成分の抽出操作法
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検体を採取するようにした．上清を除去した後の残主査

については，ビリルビン等の胆汁色素の酸化を防ぐた

めに，それを 40～50。Cの湯浴中で減圧乾固するか，

もしくは N2気流下にそれを乾固させた

a）カルシウムについては，直ちにlN塩酸ICよっ

て抽出した試料と， 400°C, 2時間乾式灰イじした後，

lN題酸で抽出した試料とのそれぞれについて比較検

討した．両者をそれぞれ後述する OCPC法によって，

その中に含まれるカルシウムを測定してみると，コレ

ステローJレ系石と黒色石では，両者共近似した値を示

したが，ビリルビン系石から得られた試料では，乾式

灰化して測定した値の方が常IC高かった． また， 4N

塩酸にて抽出後， 4倍lと希釈し，遠心分離した際の試

料のカルシウム値は，灰化した値にほぼ近似した良好

な値を示した．すなわち，ビリルビン系石から得られ

た試料のカルシウム抽出は， li¥T塩酸ではやや不十分

であったが，その差は試料全体の l~ぢ以下であった．

遠心分離による抽出残澄との分離や，カルシウム比色

定量lζ用いた OCPC法の実施IC際しては，塩酸濃度

が低いほど好都合な乙ともあって，厳密なカノレシウム

値の検討を要する際IC限り， 4N塩酸抽出 ・4倍希釈

法でそれを定量し，一般的には lN塩酸を使用し，そ

の操作の簡略化を計った．

b）燐の測定K際しでも，試料を直ちにlN及び 4N

塩酸によって抽出した場合と乾式灰化した後 lN塩酸

で抽出した場合とのそれぞれについて比較検討したが，

ビリノレビン系石から得られた試料K於いてのみ，乾式

灰化した場合の燐の値の方が lN及び 4N塩酸で試料

を直ちに抽出した場合より0.1～0.2%位高い値を示す
場合があったー とれは，ピリノレビン系石中に含まれる

微量のレシチンによる影響であると考えられ，無機燐

胆石粉末！Omg

石油エーテル！Om!

上清 !N-HCl !Om! 
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は， lN塩酸による 1回の抽出で十分であるととが判

明した．

3）石油エーテル抽出（ 2回目）

再び石油エーテJレ抽出を，前述の操作と全く同様に

行なうと，塩酸抽出により脂肪酸カノレシウムのカルシ

ウムが除去されているために，脂肪酸が残存するコレ

ステローlレと共に抽出されてくる．脂肪酸カルシウム

として存在していたと考えられる脂肪酸の測定を， 3

回抽出操作を繰り返し行ない検討してみたが，脂肪酸

の抽出については1回の操作で十分であった．

なお，前回の塩酸抽出lζ際して，ビリ Jレピン等の胆

汁色素と結合していたカルシウムその他の金属が除去

されているため，もしメタノーJレ等の有機溶媒を用い

ると，胆汁色素が多量溶解してくる．これは，胆汁色

素抽出の誤差原因となるばかりでなく，後述の脂肪酸

測定に際しでも干渉し，正の誤差を生じるために，胆

汁色素の混入が最も少ない有機溶媒をとの際には使用

する必要があり，石油エーテルが最適の溶媒と考えら

れた．とはいうものの，石油エーテルによっても胆汁

色素による黄色の着色は完全には防ぎ得なかった．

4) D:¥ISO抽出

前述のような操作後の残溢中の主たる物質は，蛋白

質を除けば， ヒリノレビン等の胆汁色素ということにな

る．市販のビリノレビンとビリベlレディンを用いて，ク

ロロホノレム， D~IFA ‘ D:\Iメ（）の各種溶媒で，その溶

解力を比較検討してみたととろ， D:¥ISOは， ピリ Jレ

ビンとビリベJレディンの何れをもそれぞれlmg/ml以

上溶解するカを有するのに対して， クロロホルムや

D'.VIFAは， ビリノレビンIC対する溶解力がやや弱く，

更にビリベJレディンともなるとクロロホルム1Cは全く

難溶であった そこで， D:¥I日0を最適の抽出溶媒と

上清 ジメチルスルフォキサイド ！Oml
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して選択するととにした．すなわち，試料にそれを 1

ml/mgの割合となるように加え，用手的に十分撹伴す

ることとしたが， IHI討（｝を用いると， 1回の抽出操

作で十分であり， 2回目の抽出液中には，全く胆汁色

素を検出することができなかった．また，超音波振重量

器で撹伴振重量すると，抽出されたビリノレヒンがビリベ

ノレディンに酸化され，茶褐色から暗緑色へと，徐々に

変化する現象が認められたこともあって，この際には

超音波振重量器の利用は差し控えた．

遠心分離後，胆汁色素を測定するために検体を採取

し，その後上清を吸引除去した．残澄は3回蒸溜水で

洗浄した上，遠心分離，乾固し，試験管底より抽出残

主主を回収，重量を測定した．これによって抽出録作は

全て終了したことになる．

この最終残溢物は，赤外線吸収スベクトノレによって

分析したが，比較的平坦なスペクトノレが得られるのみ

で，抽出の対象となった物質に特徴的な波形は得られ

ず，抽出目的はよく達成されていることが確認でき

た．

以上の結果，最も適切な抽出操作は図1の如くにな

る．従って図2のように系統的に， 1）石油エーテノレ，

2) ll¥' (4N）塩酸， 3）石油エーテノレ， 4)DMSOの順

に抽出すれば，胆石試料中の各種構成成分は，少ない

誤差で，しかも能率的に抽出される乙とになる．

5）胆汁色素の直接抽出法

胆石中の股汁色素はピリ Jレビンが主成分であるか，

他の胆汁色素たとえばビリベノレデ fンなども存在する

とされている弘同．しかし，前述の抽出法による限り，

ビリ Jレビンがその操作中に一部変化し，ビリベノレディ

ンとなる怖れがあり，しかも，定量に際してはビリベ

ルディンとして測定することもあって，それぞれを正

確に別個に定量することができない．そ乙で， D:¥ISO

を利用して胆石試料よりビリルビンとピリベノレディン

を迅速に抽出する直接法を採用し，後述する 2種類の

比色定量法によって， ピリ Jレビンとビリベノレディンを

それそ、れ分別定量できるようにした．

胆石中のビリノレビン等の胆汁色素は， D:¥ISO単独

では，ほとんど溶解しない．これは，胆汁色素lζカノレシ

ウム等が結合しているためであると乙ろから， D:>.I討（）

lζ予め塩酸を加える乙とによって，胆汁色系の溶解性

を， D:¥ISOと塩酸の混合比を99:1～90・10までの5
段階にわたり検討した．その結果， !>:¥ISO: I；.；塩酸

が99:1の容積比で混合されている溶媒が，胆石中の

胆汁色素を最も良好に抽出ししかも，胆汁色素も安定

胆石粉末 lOmg

lN-1HCl 0.1 ml 

jメチJレスJレフォキサイド 9.9ml

上清

1) Malloy -Evelyn法

2）ピリルピン酸化法｜ 残溢

図3 胆汁色系直接抽出法

に維持された． 乙の場合， D:¥ISOと塩酸を予め混合

して使用するよりも，試料lとまず塩酸を加え約5分間

放置した後，更に DMSOを追加するようにした方が，

より迅速に胆汁色素を抽出し得るようである．なおこ

の際，塩酸の濃度やその比率を増大させると却って，

胆汁色素の変化を進行させる怖れが生ずるので，注意

を要する．ビリルビン系石から得られた試料を用いて，

とのような溶媒によって抽出された胆汁色素の安定性

を，分光光度計による可視域スベクトノレで検討してみ

たところ，少なくとも 3時間はほとんど変化が認めら

れず安定であった また，抽出残澄について赤外線吸

収スベクトルにより，ビリルビンやビリベ、ルディンIC

特有の吸収波形があるかどうか検討してみたが，それ

は全く認められず，抽出はl回で十分な乙とが判明し

た．

以上の事実から DMSO抽出操作に当っては，図3

の如く， まず試料の一定量（1～lOmg）を採り，それ

にIN塩酸を加え， 5分間試料とよく混合した後，更

に DMSOを加え，最終的lζDl¥ISO:IN塩酸の割合

が99・1の容積比となるようにした この際には超音
波振湯器を使用せず，用手的によく混合， 4.000 r.p.m. 

で遠心分離し，上清と残溢lζ分離した後，その上請を

検体として採取するようにした．

[II] 比色定量法

胆石中には各種の物質が多数含有されているが，そ

の主たるものは，コレステローノレ，脂肪酸カルシウム，

ピリノレビンカルシウム，炭酸カノレシウム，燐酸カルシ

ウム等である．従来の文献を検討しでも，胆石構成成

分の分析は，これら 5成分を測定すれば十分であると

されている肌叫43,25, 23). そ乙で表1の如く比色定量

法によって，コレステロール，脂肪酸，ピリlレピン，

カルシウム，燐の測定をそれぞ、れ行なった．そのうち，

11時機燐は，胆石中で Eに PO.塩として存在している

ととろからへ’それは無機燐の測定値より計算によっ
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表1 胆石成分の比色定量法

旦互旦竺」竺全戸土｜色定年里
コレスチロール！ ？？－円！？竺_l_o＿~Om竺l
脂 肪 酸 iItaya-Ui－久城変法！ O～25mg/di 

I （パルミチン酸 ） 
｜ として測定

ビリルビン ピリ Jレビン酸化法 O～ 8mg/dl
l¥lalloy-Evelyn法 O～ 15mg/dl

カルシウム ｜ OCPC法 O～ 20mg/dl 

燐 i Goldenberg法 0～20mg/dl

てP04として算出することにした．また，黒色石や無

機石にしばしば含有されている炭酸カノレシウムは，塩

酸抽出時lζ炭酸ガスとして大気中に拡散してしまうた

めに，後述するようK計算によって算出した．

1）コレステローJレ

コレステロールの測定には，簡易で正確な Zak-

Henly法帥，11,19）を使用した 2固にわたって行なった

石油エーテノレ抽出の検体を併せ測定するが，検体の石

油エーテノレを蒸発乾固後，原法K従って操作し＇ 560 

nmの波長で比色定量した．

この比色定量lζ際しては，ビリ Jレビンが干渉物質と

して作用する乙とが知られているので，市販ビリ Jレビ

ンと石油エーテルとを予め混合し， この点について検

討してみたが，ビリルビンが石油エーテノレには難溶で

ある乙ともあって，石油エーテルによる抽出が行なわ

れた擦には，その危倶のない乙とが判明した．胆汁酸

もまた，干渉する怖れがあるが，メタノーノレ等とは異

なり，石油エーテルは胆汁酸をほとんど溶解しないの

で，その怖れもないことが明らかとなった．

2）脂肪酸

脂肪酸の比色定量法には，未だ適確なる方法がない

が，その中で現在最も信頼できるとされている Itaya-

lli法山の久減変法21,22）を採用する乙ととした石

油エーテルにより，脂肪酸の抽出は終了している乙と

から，この測定に際して．燐酸緩衝液による抽出操作

は不必要と考えられたので，その操作は省略したが．

その他の点では原法lζ準じて行なった．この方法は各

種の脂肪酸lζ反応して発色することもあって，正確な

定量性K欠ける憾みがあるが，胆石中の脂肪酸はその

ほとんどがパノレミチン酸であるとされており”パヘノf

Jレミチン酸として定量すれば，その誤差は最も少ない

ものと思われる．

1回目の石油エーテノレ抽出ICより遊離脂肪酸， 2回

目のそれよりカルシウムと結合している脂肪酸が測定

できる．多数の胆石試料を検討した結果，胆石中の遊

離脂肪酸含量は極めて微量で，ほとんどが脂肪酸カル

シウムとして存在していた．そのため，この 2回の抽

出検体を併せて測定すれば，測定操作を簡略化できる．

乙の比色定量法の干渉物質としては．ピり Jレピン，

燐脂質，コレステロールエステルがあげられる．胆石

中に存在するレシチンやコレステロールエステルは微

量であり，その上ビリノレピンの混入が最も少ない石油

エーテルを抽出溶媒として使用したとともあって，こ

れらの干渉作用は無視し得るものと考えられた．しか

し本法自体lζ測定値が変動し易い欠点があり，しか

も，微量のビリノレビンによっても干渉を受ける点、等，

注意を要した．

3）ビリ ノレビン

系統抽出過程で，ビリルビンが酸化されヒリベノレデ

ィンへと変化する乙とが考慮されたと乙ろから，ジア

ゾ反応によるビリルビンの測定を避け，ビリノレビンを

全て酸化し，ビリベJレディンとして測定するといった

ビリ Jレヒン酸化法聞によって，比色定量した．この方

法によればビリノレビンやビリベJレディンが同時に測定

できるが， D:¥l日OICよって抽出した検体を使用する

ためか，原法lζ従った操作では十分な発色が得られな

かった．そこで，発色条件について検討を加え，検体

と呈色液を混合した上， 50～60。C の湯浴中で加温す

れば，発色は3分間で最高となり， 15分間は発色の減

退が認められず，ビリルビン標準液による検量線も原

点を通る直線となり，冷却した後も 3時間は安定な発

色を呈するととを明らかとした．そζで，実際には，

検体2mlkエタノーノレ2ml及び Fouchet試I'"''"'lml 

を添加，十分に混合した上， 50～60°Cの湯浴中で5分

間加温した後，流水中で冷却，波長700nmlζて比色

定量した．なお， D:'dSOを用いてビリ Jレビン標準液

を用時調整し，求めた検量線は 8mg/dlまで原点を通

る直線となった．

4）ビリルヒンとビリベJレディ ンの分別比色定量法

前述した胆汁色素直接抽出法によって採取した検体

について，＼！alloy・E刊 lyn法24）によってビリルビンを，

ビリノレビン酸化法によってビリノレビンとビリベJレディ

ンを測定した．後者の測定値より前者を除いた値が，

ビリベノレディンの含有量となる． しかし，＼！alloy・

Evelyn法に於いては，市販ビリベJレディンを用いて
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検討したところ，それが干渉作用を及ぼし，正の誤差

を生ずるため，ピリベルディンが含まれている試料で

は真のビリノレビン値の測定はできず，その近似値を得

るに止まる乙とが判明した．

なお，検量線を作製するビリルピン標準液の発色に

ついても検討， D:¥ISO:lK塩酸＝99 1の溶媒のピリ

ルビン標準液と DMSO単独溶媒のそれとが，それぞ

れ可視域吸収スペクトノレ，吸光度の点でほぼ一致した

ため，便宜上後者を標準液として使用する乙とにした．

5）カルシウム

Connerty and BriggsのOcresolphthalein comple-

xone による直接法（OCPC法)5，聞によって比色定量

した． すなわち，検体0.lmlと呈色液 lOmlを混合

後， 570nmで比色した なお，標準液は，炭酸カルシ

ウムを lN塩酸で溶解し調製したが， OCPC法では

検体のpH変化により発色が変動するため，標準液と

検体は共に lN塩酸を使用する必要があり， 4N塩酸

抽出の場合には， 4倍希釈して測定を行なうようにし

Tこ．

6〕燐

比較的簡易な操作で，安定した発色が得られる Go!-

den berg法8）によった．すなわち， 660nmで比色定量

したが，乙の際の検体の pH変化は，発色IC何等影響

を与えなかった．

胆石中で燐を含有する物質は，レシチンと燐酸カノレ

シウムである． レシチンは石油エーテノレによって抽出

されるため，塩酸抽出される燐化合物は，燐酸カJレシ

ウムだけと考えてよい また，たとえ怜体中にレシチ

ンが存在していても，乙の比色法では発色しないため，

測定した燐は全て無機の PO.由来のものと考えてよ

い．そこで，測定した燐の値から計算によってPO.

表2 系統的抽出法に於ける各種成分の添加回収率

成 分｜回収率｜平均回収率
（比色定量法） I I (nニ 5)
コレスチロール ｜ 矧 96 
ハノ ! 94～101 i 98 
(Zak Henly 法）！｜

ミチン酸 1 i I 96～106 ! 101 (Itaya-Ui－久城変法） ｜ ｜ 

ウム I 97～104 I 101 
(OCPC法）｜｜

燐 I100～102 I 101 (Goldenberg法）！！

ピリルビン I 98～105 I 102 
（ビリルビン酸化法） ｜ ｜ 

を算出し，燐は全て PO• として表現することにした．

7）炭酸

黒色石や無機石中にしばしば含まれている炭酸カル

シウムは，塩酸抽出操作の際，カルシウムと炭酸ガス

に分解され，炭酸ガスは気泡となって大気中に拡散す

る．乙の炭酸ガスは，簡易な測定法がないため，従来

余り考慮されていなかった． しかし，炭酸カルシウム

含量が90%以上の胆石もあり，無視できないととも少

なくない．

胆石中のカルシウム化合物としては，脂肪酸カルシ

ウム，ピリノレビンカルシウム，炭酸カルシウム，燐酸

カルシウム等がある55）＿①脂肪酸はそのほとんどがパ

ノレミチン酸で，それがカルシウムと結合しているもの

と考えられる．従って，パJレミチン酸とカルシウムは，

2 : 1の分子比， 12.7 : 1の重量比となるから35），脂肪酸

の測定値よりそれと結合するカルシウム量を算出し得

る．②ビリ JレビンとカJレシウムは，.1: 1の分子比で結

合しているとされている拘． とれは 14.6・1の重量比
となり，ビリ Jレビンの測定値から，それと結合するカル

シウム量を算出し得る．③胆石中の燐酸カJレシウムは，

a pat山（Ca1o(PO.)sOH2）と whitlockite(μ-Caa(P04)1) 

の型でそれぞれ存在するものとされている53,IJ. しか

し，存在頻度が高いのは apatiteであるところから65,21,

乙のapatiteの構造式にもとづいて PO.と結合するカ

ルシウム量を算出した．

以上のような三つのカルシウム化合物として存在す

るカルシウム量を総計し，測定し得た全カJレシウム値

からその総計を差し引くと，残ったカルシウム値が，

炭酸カルシウムとして存在しているものと見倣し得る目

乙の値から COa量を算出した．乙のようにして算出

した COa計算値は，赤外線吸収スペクトルによる検

討成績ともよく一致した．

表3 胆汁色素直接抽出法に於けるビリルビ‘ンの
添加回収率

万
明
同

窓
T

一

収町一

岡
山
＝
一

均
企
平
一

:¥!alloy Evelyn法 99 97～100 

ビリノレビン酸化法 98 95～100 
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表4 合成モデル胆石の組成

成 分 1 組

コレステローJレl

パ Jレミチン酸

パルミチン酸
カノレシウム ｜

炭酸カルシウム

第3燐酸
カノレシウム

ビリノレピン l

メ当、
ロ

成

96 
39.7 

10.1 

10.l 

10.1 

10.0 

20.0 

[III］抽出法と定量法に於ける精度の検討

1）各種定量法lζ於ける添加回収試験

コレステロール系石2個，ビリ Jレヒ‘ン系石2個，黒

色石1個の合計5個の胆石試料について図2の如く系

統的抽出を行ない，採取した検体にそれぞれ，コレス

テローノレ， バノレミチン酸， ピリルビン， カノレシウム

（炭酸カノレシウム），燐（燐酸2水素カリウム〉を添加

し，前述の各種比色定量法を実施し，その回収試験を

行なってみた．その成績は表2の如くで，各成分とも

94～106 ~ぢという良好な回収率の得られる乙とが判明

した．

また，図3の如く，胆汁色素直接抽出法について，

ピリノレビン系石試料から抽出した検体に市販ヒリノレ

ビンを添加し，ビリルビン酸化法と Malloy-Evelyn法

をそれぞれ実施し，その回収試験を行なってみたが，

乙の際にも，表3の如く，やはり 95～10096という良

好な回収率が得られた．

2）合成モデJレ胆石粉末による検討

胆石は多数の成分の混合体で， 未知の成分をも含有

するため，その成分が正確に測定できているかと、うか

の確認は困難である．また，抽出操作中に成分が変化

することも，大いに考慮する必要がある．そこで，コ

レステロール，パノレミチン酸，パノレミチン厳カルシウ

ム，ビリルピン，炭酸カルシウム，第3燐酸カルシウ

ムの純品を用いて，胆石のモデルともいうべき組成の

明らかな粉末を作製し，それを試料として分析を行な

い，抽出法と定量法の精度を検討した．表4の如き組

成のモデノレ胆石粉末を，E恵楢乳鉢で混合調整し，乙れ

を試料として前述の系統的抽出法と比色定霊法とを行

ない，既知の成分量と比較検討してみたところ，表5

表5 合成モデル胆石成分の回収率

成 分｜回収率 I(n=5) 
三二二コーよ~I~~沼
パ Jレミチン酸 99～104 101 

パノレミチン酸 101～111 105 
カノレシウムホ

カノレシウム＊ 91～101 97 

燐 ホ 103～105 104 

ピリ Jレビン 99～104 102 

＊パノレミチン酸カノレシウムはカノレシウムを除
いた値より，カルシウムと燐は計算値より，
回収率を算出した．

のように極めて良好な回収率の得られている乙とが判

明した．

考 按

本邦における胆石症は．年々増加の一途をたどり，

なかでもコレステローノレ系石症例の増加は，顕著とな

っている12,30）.胆石症の病態の解明も著しく進み，コ

レステローノレ系石では，ケノデオキシコーノレ酸6,62，聞

やウノレソデオキシコーノレ酸23）などの胆汁酸製剤によ

る，内科的胆石溶解療法まで導入されてきた． しかし，

内科的胆石溶解療法の適応が，全てのコレステローJレ

系石症例にあてはまるわけでもなく，しかも，胆石iと

はコレステロール系石以外fC，ピリ Jレビン系石や最近

話題の黒色石3いい。｝等が存在する．種々の検討によ

り，乙れらの組石は，それぞれ成因が異なるζとが推

測されており，治療法も当然胆石の種類別IC考慮する

必要がある叫拘．従って，胆石の構成成分を分析し，

その胆石を分類する乙とは，胆石症の治療方針の決定

や成因の解明lζ当たって，重要な意義を持つ60).

従来から，胆石においては，化学的分析， X線回

折61,51, 52），分光分析36,38, 6へ顕微鏡学的分析37），組織

学的分析叫41），赤外線吸収スペクトノレ分析い，20,56, 57) 

等が，更に最近では走査電子顕微鏡叫45,46,47,29）ゃX

線7イクロアナライザーによる分析10，州等が，行なわ

れるようになってきた． しかし，乙れらの詳細な分析

によっても，胆石の分類法は未だ確立されるに至って

いない．また，胆石の分類は，とれら各種の分析法に

よらず， 表面やl!J面の肉眼的観察によっても行なわれ

てきたが，胆石中の各種構成成分の組成が判定できな

いため，分類を誤り易く，しかも，分類に困難を感ず
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るような場合も少なくない．乙のような問題は，胆石

が多数の成分によって構成されている複雑な物質であ

り，その組成を簡易，迅速，正確に分析できる良い方

法が無かったことに起因する．

現在のと乙ろ，各種分析法の中で，胆石構成成分の

組成を分析できる最も良い方法は，化学的分析法と赤

外線吸収スベクトJレ分析法とされている50). 前者は，

胆石構成成分を正確に定量できるが，分析操作が複雑

で迅速性に欠け，後者は，微量の試料で簡易迅速に行

なうととができるが，定量性lζ欠けるという憾みを有

する．胆石構成成分の組成を，多数例で比較検討し，

胆石を正確に分類するためには，定量性に優れた分析

法の普及が必要条件であり，この点からいえば，化学

的分析法が適切な方法といえる．しかし，胆石の化学

的分析法に関しては，既に多数の報告があるとはいえ，

前述の如く赤外線吸収スペクトノレ分析法に比し，操作

が複雑で長時間を要し，しかも，大量の試料を必要と

する欠点があった．化学的分析法を有用な方法とする

には，乙れらの欠点を改良し，微量の試料で，簡易な

操作によって迅速かつ正確に，また多数の試料を同時

に分析できるようlとすることが必要である．乙のよう

な方法が開発できれば，その分析結果から，正確な胆

石の分類が行なえるため，胆石症の治療方針の決定lと

も役立ち，ひいては，胆石の成因解明に対しでも重要

な情報を提供すると考えられる．かかる観点から，胆

石の化学的分析法について再検討を加え，簡易で迅速

かっ正確なる新しい化学的分析法を開発した．

新たな観点から開発したとの化学的分析法は，微量

の試料でそれが行なえるため，胆石の部位別分析も可

能となり，より詳細な成分組成の比較検討ができ

た26,27) また，注意深く行なえば， lmg以下の試料

でも分析可能であり，乙の点では赤外線吸収スペクト

Jレ法IC比肩し得るものであった．

胆石の化学的分析法lζ於いて，最も重要となるのは

その構成成分の抽出法である．長時間を要し，複雑な

操作を必要とする欠点は，すべて抽出法に於ける問題

であった．そこで，抽出時聞は超音波振重量の導入によ

って短縮し，溶媒と抽出残澄との分離は遠心分離法に

よって簡易化し，しかも抽出過程を通して同ーの試験

管内でそれが行なえるようにした．そのためには，気

密性の高いすり合わせ部分を持った試験管を使用し，

抽出溶媒が漏出することを防ぐ必要があった．また，

抽出過程における加温操作は．成分の変質を防ぐため

でき得る限り避け，その実施はl：＼塩酸抽出操作時の

みに限った．

胆石中lζ存在する物質は，前述の知く多数あるが，

それに対して， 1）石油エーテル， 2)lN塩酸， 3）石

油エーテノレ， 4)DMSOのJI買に抽出操作を加えること

にした．

最初の石油エーテノレでは，コレステローノレ，コレス

テロールエステノレ，遊離脂肪酸， レシチンが抽出され

てくる．多数の有機溶媒についてその抽出成績を比較

検討したが，石油エーテルの利点は，ビリルビンや脂

肪成分以外の物質の混入が，全くといってよい程無く，

定量の際に与える影響を無視し得ることであった． ζ

の点に関し，石油エーテルとメタノ －）レのそれぞれに

ついて検討したが，メタノールではビリノレピンの混入

が認められ， しかも脂肪酸カルシウムが遠心分離でき

ずに混入してくるといった事実のある乙とも判明する

に至った． しかし，コレステロールについては，石油

エーテルの抽出力lとやや難点があり， 2～3回抽出操作
を行なう必要があった． このため，コレステローJレの

定量は，その後に行なう石油エーテJレによる抽出検体

と併せて測定し，乙の欠点を補った．

次いで 11¥塩酸lとより，無機物質，それも主として

カノレシウムと燐の抽出を行なう．塩酸抽出を石油エー

テJレ抽出の後に行なう理由は，そうすることによって

第1に，遊離脂肪酸と脂肪酸カルシウムとをそれぞれ

分別抽出し得ること，第2は，初回lζ塩酸抽出を行な

うと，遠心分離によってもコレステローJレと考えられ

る浮遊物を分離し得ないためである．前述の如く lN

塩酸は， 4N塩酸IC比較してカノレシウムの抽出がやや

悪く，厳密な分析には 4N塩酸を使用する必要があっ

た．

乙乙で再び，石油エーテノレによる抽出を行なうが，

乙れ以外の有機溶媒による時は，胆汁色素の混入が著

明であり，使用できなかった．石油エーテルは揮発性

が高いため，実験室内を恒温化する必要や，気密性の

高い容器を使用し，手早く操作を進める等の注意が必

要であるが，気化し易いという点で却って抽出残澄の

乾悶には有利であった．

胆汁色素の抽出は，クロロホノレム， mIFA,DMSO 

で検討したが， In!SOが最もビリ Jレビンを溶解する

力を有しており，クロロホノレムに難溶のピリベJレディ

ンIC対する溶解力も強い乙ともあって，これを選択す

るととlζしfこ．

最終抽出残主主は，水洗後遠心分離し，試験管底より

回収し，その重量を測定するが，乙れを以て抽出過曜
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は全て終了したととになる．なお赤外線吸収スペクト

ノレの検討によって，抽出の対象とした物質の残存は全

く無い乙とを確認した．

定量法は，全て比色定量法ICょったが，最近は，市

販の簡便な Kitが種々開発されており，乙れら Kit類

の応用も可能であり，また前述の測定成分以外の，た

とえばレシチンなどの測定も可能となっている．

測定した燐は，胆石中では P04として存在すると

考えられると ζろから，計算により P04として算出，

表現した また， CO＂も計算 lとより算出した．なお

ビリルピンカルシウムについては，種々の検討を加え

た結果，必らずしもビリルビンとカルシウムとは1:1

の分子比で結合しているとは限らないことが推測され

るに至った同．この点については今後更に注意深く検

討する必要があるように考えられる．

以上の系統的抽出法と比色定量法の精度については，

モテソレ胆石粉末を作製し検討したが，極めて良好な結

果が得られ，満足できる分析法であることを確認した．

さて，胆石中IL存在する胆汁色素は，ビリノレビンと

されてきたが，ビリベJレディン等の他の物質の存在も

推定されるため，本研究ではピリルビンとビリベノレデ

ィンを分別定量する直接法をも検討し，それを考案し

た．乙の方法により，多数の胆石試料を検討してみた

が，黒色石の一部に於いてのみ，ビリベJレディンの存

在が確認された．また，との抽出溶媒を利用して，ビ

リJレビン系石と市販ヒリノレビンとについて，分光光度

計により可視域吸収スペクトJレを比較検討したが，両

者のスペクトJレには，最高吸収波長や波形において明

らかな差異が認められた．現在のところ，その本態は

不明であるが，胆石中における胆汁色素の存在形態lζ

関しては，今後更に検討を要する．

結 語

複雑で長時間の操作を必要とした胆石の化学的分析

法K，新たな観点から検討を加え，微量の試料で，し

かも簡易，迅速，正確に行なえる化学的分析法を開発

した．

1）胆石を蒸溜水ICて洗浄後，害対面より試料を採取

し，蒋硲乳鉢で微細な粒子とする， 試料は 1～lOmg

あれば分析可能であるため，胆石の部位別分析も行な

えるようになった．

2）胆石構成成分の抽出操作には，超音波振盗法と

遠心分離法を導入するととにより，その簡易迅速化が

可能となった．

3）抽出に当つては，石油エーテル， lN塩酸，石油

エーテJレ， ジメチJレスノレフォキサイド（D:V!SO）のI買

にそれぞれ溶媒として使用した．すなわち，最初の石

油エーテJレは， コレステローノレと遊離脂肪酸を， lN 

塩酸は，カノレシウムと無機燐を， 2回自の石油エーテ

ルは，残存するコレステローJレとカJレjウムが除去さ

れた脂肪酸を， DMSOは， ビリ Jレビン等の胆汁色素

を，それぞれ抽出するために使用した． この様な溶媒

の応用ICよって，それら測定の対象となった物質は，

何れも良好に抽出できているととが確認された．ただ

し，カルシウムを正確に抽出するには， lN塩酸でな

く4N塩酸を使用する必要があった．

4）コレステローノレ（Zak-Henly法），脂肪酸（Itaya・

Ui－久城変法），ピリノレピン（ビリルビ、ン酸化法），カル

シウム（OCPC法），燐 （Goldenberg法）の5成分の

各種比色定量法に於いて，それぞれ添加回収試験を行

なったが，良好な回収率が得られた．また，モデル胆

石を作製し回収試験を行なったが，良好な回収率が得

られ，乙の化学的分析法の正確性が確認できた．

5）胆石中のビリ JレビンとビリベJレディンとを，簡易

迅速に抽出し，分別定量できる方法を開発した．抽出

には 11"塩酸l容に対し， D:¥!SO99容の割合IC混じ

た溶媒を使用する．ビリノレピンは MalloyEvelyn法，

ビリ lレビンとピリベソレテ、イ ンとはピリルピン酸化法で

それぞれ測定し，後者より前者の測定値を減じるとビ

リベノレディンの値が求められる．黒色石の一部にはヒ

リベJレディンが含まれていた
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