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TBL698の 吸収及 び排泄 について

名 古 屋 市 立 大 学 薬 学 部

木下彌兵衛 ・森山 繁隆 ・米沢 久夫

名古屋大学医学部 内科第一講座

近 藤 九 ・水 野 厚 生
蝉

昭 和26年8月7日 受付)

TBr698(以 下TBxと 省略)の 体液中の定量法に関

して(ま既にR,P¢h盛 ¢hりhgebo∫9・xIleilmeyer2)・

O."'"llelkber93),XVernittり,青 山・岩山5)氏讐三により報

告せられているが,著 者等はT瓦 の血中濃度及び尿中

濃度の測定を種々試みた結果可成 り満足せられる方法が

得られたので報告する◎その方法はO・W◎11enber9・ の行

つたヂアゾ化法を基礎として試みたものでTb1の 脱 ア

セチル化及びCexpヱingの 方法を精 気異にしている。

0、XVolJeuaber9の 方法によれば尿及び血清中のTB三 は

まずp-TohユelleS磯lfoni¢acid.を 使用して脱アセチル

化を行いPhe2}yl一α一xxaphthylamineとCoup1加9さ せて

その量色度を測定するのである癒著者等は血満中の濃度

測定では,血 球中の.TB裏 の量が無視されてお り,叉時

間的に数回,同 一入から掬 血ナる為血漕そはかな り多量

の血液を必要 とする点から全血液中のTBlの 測定を種

種試みた結果血液申の蛋白の量が極めて多いため,TB1

を酸 によつて簡単に脱アセチル化 しようとして も,そ の

前に蛋白の凝周が起つてTBiが 吸蔵せられ,あ るいは常

法によつて三塩化酷酸を使用 して除蛋白を行つても,そ

の沈澱の申にTBtが 吸蔵せられいずれの場合でも甚だ

低い値 しか得られないので,塩 酸と長時聞加熱煮沸 して

T馬 だけでなぐ蛋白 もその大部分を加水分解して可溶性

のアミノ酸として吸蔵による障害を除いた。文C。upling

には1-(β ・Di¢thyb恥ぬ◎℃thyla撫加o>naphthal五neを

使 用 した。す なわちTBiを 含有する血液を濃塩酸と煮

沸してT馬 の脱アセチル能 を行 うと同時に血中の蛋白
の

の大部分をア ミノ酸とした後,TBiの 脱 アセチル化に

よつて生じたeア ミノ基を亜硝 酸でヂアゾ化 し,1イ β一

Diethyユamik"-ethylamin"〉 ・taphthalineを加 えて発色

させ光電光度計を使用して測定した。この方法によると,

T璃 は1糠1中 ⑪・03yま で定量することができる。以下

著者等の血中及び尿中濃度測定法並びにその説明及び検

討の結果をのべる◎.

測 定 法 ・

1>血 液:血 液 ⑪5mlを 還 流冷却器を摺り合せとし

たプラス:中 にピペツトで正確に取 む,これに20%塩 酸

5mlを 加 えて約8時 闘煮沸を続けて加水分解した後,こ
欝

の液をメスフラスコ中に移し,水 を加えて全量を10ml

とするe次 にこの液を遠心分離 して,そ の上澄液を4m1

ずつ二本の試験管にとりこの各 々に水10mlず つ加える。

この二つの液にそれぞれO・5%亜 硝酸ソーダ溶液0,5斑1

を加えて室温で約20分 間よくふりまぜてから尿素の飽

和溶液3届 を加えて,再 び気泡が出な くなるまでふり

まぜた後 に,一 方の液には水1mlを 加 えて対照試験液

とし(これを第一液とする),他 方の液には0.1%1-(β ・

Diethylamill◎-ethyIamin◎>Maphthalineoxalate溶 液

1m1を 加 えてよくふりまぜて発色させた後(こ れを第:

液 とする)30分 以 上経てから,第一液と第二液との光の透

過率を比較する。この測定にはEP(ンA型 光電光度計(日

立製作所製)を 使用しブイルターは鐙色の600叫 のも

のを用い液層は3伽mの 槽によつて行つた。この櫓に各

各射照試験液(第 一液)と 被検液(第二液)を 入れて絞りを

調節 して第一液の透過率を100%と した後,第 二液の透

過率を求める。ここに得られた第二液の透過率の値と予

め濃度既知の標準液から測定して算出された恒数K(算

出法後述)の値 とによつて第二液の濃度が算出せられるc

この算出する場合の第二液の透過率は実測した値に,次に

述べる補正値を加算 したものである◎この補正値はTB,

を服 用させる前の同一人の血液を上に述べたのと同栂に

操作して得られた第一液と第=液 の透過率の差である○

この値を測定 した被検液の透過率に加算 したものを被

検液の透過率として鴻度の算出に使用せねばならないび

濃度既知の標 準液は次 のようにして調製する◎血液

2.5mlに20%塩 酸25蹴1を 加えて,約8時 開煮沸し,

殆 んど大部分の蛋白を加水分解 した後,水 を加えて全量

を50ynlと し,更 にこの液を遠心分離 し,そ の上澄液を

4m1ず つ10本 の試験管に取る◎これと別にT瓦10魏9

を正確にとつて,20%塩 酸10mlに 溶解させた後,水

を加えて1tと した液(1mg/dlのTBtを 含む)の20ml

を取 り,こ れに更に20%塩 酸50mlを 加え,約4時 間

煮沸し脱アセチル化 した後,全 量を水にて10伽1と し

た液(1m1中0.002m9)を 調製 し,こ の液をO.2m1,0Amユ ・

0.6mユ……2.Om1と 順次に前の10本 の試験管に加え各々

を水で全燈14mlと して,こ の10種 類の濃度の液を上
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K述 べた方 法 に よつ て ヂ ア ゾ化 し,Couplin9さ せ て発

色 させ,そ の透 過 率 を測定 してKの 値 を求 め る◎

このKの 算 出はLarnbertuB¢erの 法 測 に よ り

聖詰 一Kα より得られる◎P◎は絞りを講 して

透過率を100と したもの,Pは その時の実測 した透過

率に補正値を加算 したもの,Cは 濃度とするとKは そ

の溶液についての恒数である◎従つて標準液の透過率を

測定してKの 値を算出 して透過 率と濃度 の関係の グラ

引(第1図)を 儂 してお く膿 度の算出}こ便利である。

第1図 透過率と濃度の関係
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2)尿:尿 中TBIの 排 泄はかなり多量なるが故にそ

の方法も上記方法を簡易化 して行つた。尿1m工 を採 りこ

れをメスフラスコにて水を加えて10mlと し10倍 稀釈

となしたもの二つ作 り,その各 々に20%塩 酸2m1を 加

え30分 水浴申で加水分解し,冷 後水で14mlに 補正 し

後上記方法で一方を対照試験液となし他方を被検液とな

し,同時に発色させたT職 標準液(O・01,0・05,0・1,0・2,

O・3,0.4,……1.0…2.Omg/d1)と30分 後,ワ ルポール氏

比色計を以て測定する◎而 して標準液の調製は上記に準

ずるので省略す◎

読 明 及 び 検 討

血中の全TBI量 の約70～75%が 蛋 白中に吸蔵され

る場合があるから,血 液中TBi全 量 による呈色が現わ

れないので甚だ低い結果 しか得られないことを知つた。
ぜ

著者等はこの点を考慮 して 丁島 の脱アセチル化のみな

らず,血 中の蛋白も共に加水分解する方法を採つた。し

かしこれに使用する酸の濃度が低いと加水分解に非常に

長時間を要するから塩酸が常圧で約20%の とき恒沸点

'を 示すことより20%塩 酸 を加えて長時聞煮沸すること

乏した。

加水分解に要する時聞は次の方法により分解液のアミ

ノ窒素を測定し,最 大値を示す時間を求めた。すなわち

血液1・5mlに20%塩 酸15mlを 加 えて煮沸 し,1,2,

5,・6,2・時間毎に室温に冷却 したものをそれぞi、 、m1

ずつ取り,こ れをメスフラス=中 にて水を加えて10ml

としたものを2ml取 りvaRSIyke法 によつてアミノ

窒i素を定量 した。 叉 同様に」血液2.5m1に20%塩 酸

25mlを 加えて煮沸 し,5,8,ユ0,12,15時 間毎に室温

に冷却 してそれぞれ1m1ず つ とり,rvアミノ窒素を定量

した。この結果約8時 問で略 之一定の値を示 しそれ以 上

の時聞を加水分解 しても7ミ ノ窒素の量の増加は極めて

少いから蛋白の大部分が加水分解されるものと認めた。

ヂアゾ化の場合に約20分 闘は必ずふりまぜなければ

ならない◎TBiだ け であれば亜硝酸の消費も少 く,こ れ

に要する時間も短かくてすむが血中の蛋白の加水分解に

よつて生じたアミノ酸竜また亜硝酸を消費するから充分

に反応させるためには過剰の亜硝酸 ソーダを加えてよく

ふりませなければならない○

ヂアゾ化に要する亜硝酸 ソ{ダ 溶液の最少必要量は次

のように定めた。上に述べたようにして調製 した1ml中

O・0006mgのTBま を含む血液の加水分解液について,

前記の測定法と同様に操作 して,O・5%亜 硝酸 ソーダ溶

液の量だけを0・05,0、1,0.2,0.3,0.4,0.5,0.6,0.7ts}1

と順盗に変化さぜてヂアゾ化して,c。ltplingぎ せて現

われた色相を比較すると亜硝酸ソ・…一ダ溶液の量がO・05ml

よ りO・5mlに 増加するに従つて呈色 が次第に濃 くなり

O・6ml以 上 になつてもO・5mlの 場 合と大体同じ程度の

色相であつたから最少必要量をe・5mlと 定めた。この

量は実際には過剰量であるが反応をなるべく早 く完結さ

ぜるには,こ れ位の量が必要である◎

ヂアゾ化の後に過剰の亜硝酸は尿素によつて除去する

が,こ の亜硝酸と尿素の反応は室温では徐々にし泳進行

しないから注意 して,は げ しくふ りまぜて窒素の気泡が

出ないことを確めなくてはならない。あるいは尿素の代

りにスルファミン酸の溶液を使用すると短時間で亜硝酸

の除去が出来る。

齊定の通りに操作するとこの場合,液 は,pH1.5へ
～2.0で ある◎この程度の液性で1-(β 一Diethy工amino-

ethyユarllillo>MaphthalilleをC◎up1加gさ せると発色

が鮮やかな紫色となり鋭敏である◎pH値 が大きい溶液

では甚だ不鋭敏である◎ 。

このCouplingに 使用する試薬は修酸塩として合成 し

保存するが,こ の結晶は時 日を経ると帯赤紫色に着色 レ

叉水溶液も着色するから,特 に溶液としては長期の保存

に耐えない◎著者等は使朋直前に合成 し,精 製 して溶液

としたものを使用した(こ の合成法は後述)。

丁職 を脱アセチル化 して,ヂ アゾ化 してから,X〈 β一

D{ethylamin◎-ethylamin◎>xxaphthalineをc◎upling

させ る時,こ の試薬を加えてから30分 の聞は次第にそ

の色霜が濃 くな り,約30分 の後には一定となるから呈

色の測定は30分 後に行わなくてはならないeし か し必

要以上に時聞を経過させることは避けねばならない◎長

時間の後にはまた試薬が変化 し,色 相が赤昧を帯びるよ

5に なる◎

一一一 ・23
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第1表 血液中Tb,の 検出 尿中の測定は,TBxの 舗 齢 融.

剰 劉T玩
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1ml中 の 透 過

mgl率

Kの 検 田Tb菰 量1ml中 の
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濃度既知の標準液について測定 し補正 した透過率と,

これより得られたKの 値及び測定によつて得られた濃度

は第1表 に示す"こ の値から濫度と透過率の関係をグラ

フで示すと第1図 のような直線となるc

T残 を含まない血液でも上に述べた測定と同様な操作

を行 うと僅かではあるが帯赤紫色を呈 し,透 過率は試薬

を加えない時,す なわち第一液を100と す ると,こ の場

合の第こ二液{*100よ り小さい透過率を示す。例えぼとの

第二液が92の 透過率を示 したとすると被検液や標準液

の第二液の測定 した透過率に試薬の着色による透過率の

麓すなわち100・-92=8を 加算せねばならない◎この補

正を必要とする原因は血液の加水分解によつて生 じたヒ

スチヂソ等が試薬と反応するのではないかと推定される

がこの点は更に研究を継続して明らかにしたい。なおこの

測定法はスァルフミン類やパスが共存すると妨害 される◎

監盛薩 雛鷺 綴灘
・
。.2晴 飢 た尿を鹸 齢 土を以て脱色・
1及 び除蛋白し遠心分離を行いその上澄

lo'4液 につき上記と同様方法で発色さlt・,
0・6Dub◎sk氏 比色計で比色定量 したが,

㌦8こ の際5・.%L/.t,TB,th:eq蔵 さ酪

た め可 成 りの誤 差 を認 め る為,次 に発1
.0

}色 させ た 色 素 をAmylalk◎h◇1に 転溶

、1・2さ せ,Amyl層 文 は水 層 を比 色せんと
く

11・4し た が ・Amyl層 へ の転 溶 率が 時間的
}

1.4に 一一定せず又その時使用する試薬自身
{
L6に て もかな り転溶率に差がある為 以

㌦6上 筋 法を中止し・ワルポール氏聴
}計 を使用 した◎これはかなり正確で誤

11・8差 範囲 も少い。なお ユ0倍稀釈尿を用
§

1・8い た理 由 は,10倍 以 下 で は加 水分解後

2。0濃 褐 色 と な り比 色 が 困離 であ り又10

2.0倍 以 上 で は誤 差 が 大 で あ る◎

1<β 一D五ethylamin◎ ・ethylamiR◎)・2
.2・
kaphthalineOxalateの 製 法;

2.4 この 試 薬 の製 法6)7)8)はa -N3ph。

2・6thylamineDiethyfamin◎ £thancl③

2.8各eO・2moIを フ ラス コに入れ てエ1・nyb

テ ル を加 え て 溶 解 し,塩 酸 ガスを飽和
。,,3・0 させ る

。エ ーテ ル を留 去 して,塩化石灰
3.2
49,臭 化 ソー ダ49,塩 化 第 二銅29をth

3・4え て175～181。Cで8時 問加 熱 後
,内

3・6容 物 を塩 酸 に溶 解 して,濾 過 し濾液 を

3。8炭 酸 ソー ダで アル カ リ性 に して,エ"

4.0テ ル で抽 出 す る◎ こ のエ ーテそ を留去

して残 留 物 を 減 圧 蒸 留 して190◎Cで

留出する部分を集めるeこ の3～4gを 小 さいフラスコ

に取 り約1.5m1の 無 水アルコールに溶解し,こ れに修
の

酸の無水アルコール飽和溶液を加えて振 りまぜると修酸

塩の結晶が析出する。次で傾潟 により母液を除き3回 新

しい無水アルコールで結萌を洗浄する。洗液は母液と合

併 して水浴上で静かに濃縮 して結晶を取る。結晶は無水

アルコールから再結晶を行 う◎修酸塩の純品は1600Cで

熔融する、この際参修酸のアルコール溶液を過郵に加え

ると目的物の修酸塩に修酸が混入して分離が困離となる・

実 験 成 績

上記方法を以て血液及び尿中のTb1¢ 濃度を測定し

た成績は下記の如 くであるゆ.

1)血 中濃度:我 々はまず健康人4名(A,B・C・D)

を選 び,丁 以200m9を1回 に経口投与 し3,6,9,12,.

24時 問後にそれぞれ採血 したoそ の成績は第2図 に示す
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通りで大体6時 聞で最高濃度に達 し・ そ の値は0・89～

.・139m9/d1であ る◎次に肺結核患者にして1日200k)9連

用,現 在迄の投与量・609の 患 者3名,(a・b,c,)を 選

び試験量60mg(連 日投与となつている200m9は1日3

回分割投与とし一回の投与燈は60・70・70mgで ある)を

投享する。而して試験投与は連日投与法による最終投与

後15時聞で行つた。爾後3・6,9ジ12時 闇後採血 し,そ

の濃度を測定するに第2図 に示す通 りあまり著るしい動

揺を示さず,O・46～O・91m9/dユ の最高濃度を示すcし か

しTjhの 血 中濃 度 はか な り偲 人差 を生 ず る よ5で あ る甑

これ はIngeherg.u.}leil#}eyeerの 成 績,す なわ ち300
ま

mg投 与後}血 清中濃度は4～6時 闘で03～ ⑪.6m9に

達するとあるが,こ れより高い値がμ{ているが全血を用

いた為であると思われる参

2)尿 中濃度:尿 中濃度もまず上記健康人,A,B,C,

を以てTBi200m9を1回 に投与後測定 した結果は,第

3図 に示す通 りかなり長時聞排泄がつづき,24時 聞後

28～38%48時 間後,42～53%排 泄 されるe次 に上記綾

核愚者,a,h,c,を 以 て,試 験量200mgを,連 日投与

法による最終投与15ノ 翻 後放尿させ・60mg・ 次 いで4

時間毎にそれぞれ70m92回 合計3回 分割投与 して測

定した結果は第3図 の通 りで,健 康人のそれよりかなり

高度に排泄される◎ しか しこれ もかなり個人差をみとめ

る◎尿に関 してはO.W()ne油e囎 より簡単な我々等の

方法による成績 も,O.Wむ11e油 鍵gの 成績すなおち24

時聞後20～30%排 泄 され,ノ48時 闘後40%前 後 排浬さ

れるとあるのに近 くそれより高い値が得られている◎
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