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長沢，．中山，池田，騰芹沢・イ膨ユリソの薬花軸磯（第12報）

～

　　　　　　　　　　　　　　年ンツユリンの薬化学的研究（第12報）

　　　　　　　　　　　　インシモ．リンの新資源としてρアプラ車ヒイの：S‡annius．・．∴．

　　　　　　　　　　　　小体の価値につい’ζ＊

　　　　　長沢佳熊，「中山豪一，池田伝市ジ佐藤一．浩ヂ．芹．・沢・1淳

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　On　the　Phar：naco・chemical　Studies　of　Insulin（No．12）

　　　　　On　the　Insulin　Content　of　the　Stannius，　Bodies．　of　l‘Reinhardtius　Matsurae

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　弓
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Jordan＆Snyder，’as　a．N母w事。μrce．for　Insulin　Pτeparations．

　　　　　　　〆　βyK：akuma　NAGAsAwA，　Goichi：NAKAYAMA，　Denichi　IKEDA，

　　　　　　　　　　　　　　　　　Hiroshi　SATo　and　Jun　SERIz珠wA

　　　まえがき’現在我国のイソシゴリソ注射液は著者等の研究1）によるカ．ツオ，マ・グロなど回遊魚のStannius小体’

　馬を原料として生産されている．魚類のインシュリンを実用化しているのは我国のみであり，ζμは．カツオなどのよ

　　　うな漁獲量が多く，カツオブシ，罐詰などの製造時にまとまった臓器の集荷ができるからである．我国のイソシュ

　　　リソ需要量は毎年増加し，現在1年問6000－8000万単位と推定され，その需要を満たすには不足を来し，新資源1

　　を他に求める必要が起つた．

，　クジ・禰を脳とす砂法話在企てられrい・ゐ12’・辮な聯の大証鮪…襯上の郎企業化にば

　　困難が多い．　　・　　．　　・　　　　　　　　　　　．　’　　　「　　・「
　　　著者等は終戦直後当時のSt即且ius小体の価格暴謄に粒処するために昭和2i年3月アブラカレ才に着目し，解

　　剖学的の検索，漁獲量の調査を行ったが，イyシュリy注射液の三三制定と，国家検査及び検定の実施によって技

　　術の不完全な多数の製造会社はその生産を中止し，嘩かに3社のみが製造を続けるρみとなり，一時は原料過剰と

磐の鱒1丁時こ囎啓し叫郷信噛に趣詳騨討曲行魅したのであ’

　　　原料　昭和27年12月八戸市において採取したアブラヵンィの』Sta皿血ius〕小体を原品と’した二その鮮度は外観1

　　上中程度であり漁体の大きさはかな嵯鵬るが・糧でぎ瀞？た源三二軟きさ壱姓三業上願で；
　　きると思う程度のものセある．

　　　定量的抽出法　署者の方法に．よる（第！表参照）／・

　　　　　　　　　　　　　　鑓Sta画幅欝rユ∴γρ脚騨）1！

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　腱和ピクリソ酸水溶液に浸し実験室に持帰り，濾過

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　残　留　物
　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　脚

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　レセトソ抽出　　．1．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　アセトン液、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1・セ｝・・を・三三譲回数灘抑え・濾過・・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　析　出　物

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1アセトン，エ諭ルで洗い乾かす

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ψ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　粗イソシュゴソ（ほとんど白色の粉末）

　　艦　昭和28年6月　日本薬学会東京例会講演　　　．　　　　　　　　　　　　’　ズ

「．
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衛生試験・所報告 第72号　（昭和29年）

　’本法は加熱と濃縮とを避けることが特徴で，従来のDudley法3），　Jensen，　Wintersteiner，　Geiling法4），　Best，

　　　　　　　5）
Jephcott，　Sc。tt法とは趣旨が異なる．なお定量的に抽出するためには，アセトン多量を用いて数回抽出した．か

くして得た粗イyシュリソ粉末はほとんど白色であるが，純度は低い．生産的に抽出製造を行う場合には第2表に

示すように収量は低くとも，純度即ち1mgのインシュリン量の多い方法もある．この粉末が着色するのは原料の

：鮮度が悪いか又は操作上の不完全によるもので，Dudley法のように実験室で簡単に減圧濃縮する場合などにも見

られる．原料1mg申インシュリン4．5単位，重量による収得量701ng（3・2％），1尾当り9単位，19当り143

単位，これをきわめて新鮮な原料を用いたトラフ，グ，ホソマグ只の例（第2表参照）に比して劣るのは，生産上の

条件に適するように特にその鮮度を選ばなかったためである（実験　1参照）．

第2表Stannius小体中のイyシュリソ含最

魚　　　種　（産地）
障（・）1

数 円固虚夢薩届暖春（爵位／㎎ 麟1朧 研究者

マカツオ（静岡）※

jatsuoms　vaganS
8．9 120 0護）7 0，128 1．4 9．5 10

長沢等1）

i昭17）

トラフグ（戸畑）Spheroides　rub⑪es

1．09
　、N　48 0・023 0・031 2．8 7．7 5 218 長沢等6y

i昭17）

ホソマグロ（森）Thymus　thynnus
0．3 1 0．3 0・013 4．5 5．0 67．5 225

長沢等7）

i昭18）

アプラカレイ（八戸）Reinhardtius

2．20 35 0・062 0．07 3．2 4．5 9 143
長沢等
i昭28）

．matsuurae，

iordan＆Snyder
（本報告）

　単位検定法標準品は日局インシュリン標準品（1mg中21単位含有）’を用いた．予試験として英局V皿のマウ

スのケイL・ソ法を採用し，その結果，1mg＝5．3単位であった（実験　2参照）．この値は標準品の純度（1mg＝

21単位）と検体の純度（1mg＝約5・3単位）との差が大きいこと，マウスのケイレソ率（％）が8％，13％とい．

う低い値を以て計算していることの2点から，検定法としては成立しない（純度にこのような差があるとき，マウ

’ス法では一般に10～30％も差のある値を示すことが知られ，叉ケインγ率15～85％でlog用量とケィレソ率が　・

直線関係を示すからである）．然しこの値をとっても大体の目標となり得るから，1mg＝5単位と仮定して日局V【

のイyシュリソ注射液の定量法9）に従って検定した結果は11ng申4．5単位を含むことを知った（実験　3参照）．

　生産に関する考察　第3表により；アプラカレイの全国水揚量から計算するとイソシュサソ0・6億単位・実際に

原料に供し得るもの50％，精製イyシェリソにしたときの収量70％と仮定しても，1年間のイソシュリy収量

0．21億単位が得られ，これを我国のイyシュリyの現在の生産量0・6億単位，需要量0・8億単位に対照すると・そ

．れそれの約113及び114に相当する．なおアプラカレイは現在肝油源として臓器の採取が行われ・原料の集荷には

便宜が多い．

　　　　　　　第3表　カレイの漁獲量とインシュリンの生産量　アプラカレイの全国水揚総量　　　　　　，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　（農林省水産統計課調査，昭和27年1月～12月）

総 量（・・）降讐猛嚢隈tた）1イソシユ蟹礪

’

14　903515 6623784 0．6億単位

八戸市場統計（昭和26年1月～12月）八戸市水揚量

川 副量 （貫）i魚 種障 （貫）’

アプラカレイ 796 050 浅羽 カレイ 29 292

サメ カレイ 243 325 母 カレイ 91 240

．宗八 、カレイ 54 424 松川 、カレイ ・6 308

赤 カレ’イ 18 886 マ カレイ 3 827

三口 カレイ 53 255 水 カレイ 19 793

＼
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　なお八戸市だけについて考察すると（第3衷参照），アプラカレイ1尾600匁と仮定し，1350000尾，イソシ’

ユリソ量1215万単位，精製イソシュリy量850万単位，その他のカレイを総計し，1尾200匁平均と仮定し，1

尾から3単位を得るものと仮定して，・カレイの総猛520358貫，2600000尾粗製イyシュ・りy780万単位，精

製インシュリン量550万単位，総計1400万単位のインシュリンが八戸市1年聞に生産されることとなる．

　実験結果実験　L昭和27年12月初旬八戸市においてアプラカレイの・Stan中s小体35個を採取し直ちに

ピクリy酸飽和永溶液に浸す．この原料は肝油製造用として八戸市大木工場が採取したものである．

　当所に持参し，約40日後に（実際の生産に際し，原料採取から処理までに要する日数と考えた），取出し，水を

ぬぐい去り秤量した．

　Stannius小体を大体，大型，中型，中小型，小型に分け秤量した成績を次表に示す．

1大 型1遺 戸細小副小 型1合 計1平均（・）

数　　　（個）

総　　量（9）

平　　均（9）

　5．
0．51

0。ユ02

　5
0．36

0．072

15

0．80

0．06

　19
0．43

0．043

35

2．1 0．06

　これをすりつぶし，80％アセトン35cc，35　cc，15　cc，15　cc，95％アセトン30　ccで合計5回抽出し，抽出液

125ccを得，これに95％アセトy400　ccを加え，濃塩酸数滴を加え，析禺物を遠心分離し6アセトy及びエみテ

ルで洗い減圧下に乾燥した．かくて得た粗インシュリンの収量：ほとんど白色の粉末70mg，原料からの収率

3．2％．

・実験　2．予試験：マウス’ケイレソ法．

　英局孤8）による．但し，1群23匹マウスの体重：14～20g，試験温度：33。士0．50，注射阜：0．35cc；試験

前2日から食餌にミルクを添加，試験前日正午から恒温室（33。±0．5。）に入れ，午後4時30分から絶食，試験日

は午前11時注射開始，実験日：昭和28年1月27日，少時．

標準品

検 体

高　用　量

低　用　量

高』用　量

低　用　量

1cc申のイyシュリソ量

0．14単位

0．07単位

0．02338mg

O．01169mg

注射後90分のケイレy

数1（ケィレソ㌻ブ

11

3

10

2

48

13

42

8

　この結果はケイレ’ソ％が15～85％に包含されないから，その範囲内でのみ用量の10gとケイレソ％が直線比例

するという換式を使うことには疑問があるが，一応単位の計算を行った．

　以上の成績を次式によって計算する．　　‘　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　　　M一÷憂b・｛認纏鰯二四襟甥、≦ζ勢多）

　　　Mは検体及び標準品の力価比の対数

　　S1：標準品の高用量，その平均力価＝f1

　　亀：　　〃　低用量，その平均力価：f2

　　T：：検体の高用量，その平均力価：　f3

　　T2ピ　〃低用量，その平均力価：　f4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　　　　　　　・一f1吉f3－f2吉f4　d－f1秀f3尋f2養f‘

　　S1：0．14単位，　S2＝0．07単位，　T1；0．02338mg

　　　T2：0．01169mg，　f1：48，　f2：13，　f3：42
　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

　　　f4：8．
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　　垣＝q．048，章ntllogM＝1417　　　　　　　．　　「、　．　　　　　　，

　　棟液の単位胃0・125単位／cc．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．．

　　検体の単位＝5・35単御mg、　　、．，　　．、．．

信頼隅度を英局V皿8）記述の計算法にぶつ●く一応：算出したとζろ・68・4～145％くP≒qg5）であった・

実験　3．検体1mg中に5単位を含むと仮定し，．．．　　　　　　’．　第　．1・　図

日局V19）のインシュリン注射液の簿量法に串つτ単位．

塗測定した結果，・星図（第1図）に示す成績（本粉末「

11ng申5×0．9＝4．5単位含有）を得た．　　　　　110

　．この研究費の1部は昭和28年度厚生科学研究補助

金を使用したことを附記して感謝する．　　　　　　100

．qo

80

70
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吐
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S11mmary ド

　　　　　　　　　　　　　　　ユ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　In　Japan．　the　demand　for　insulin　had彰econle　so　much，　i亘creasing．year　after　year　that　it　is　negcessary

to　search　new　source．　　　　　　　　　．　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．．

　The　authors．prepaτβd　insulin　powder　froln　the　Stannius’bodies　of，，Reinhardti⑱matsuurae”in

accordance　with　Nagasawa’s　method，　and　assayed　the　preparation　prelimillarily　by　a　mouse加ethod　and

’determ1ned　its　potency　by　a　rabbit　method：the　former　gave　5．35　u．／mg，　fiducial　limits　of　eπor　68．4

卍145％　（P＝0二95），the　latter　gave　4．5u．／：ng．　Insulin　was　prepared　at　the　rate，．9．u．／fish　or　143

u・19。of　the　stannius’body。　　　　　　　　　　　．　　　　亀　　・　　　1．．　　　．　　」．　．三　’

　From　this　result，　we　can　use　the　Stannius’bodies　of　thεfish　as　a　good　source　for　i且sulin．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　．　．　　　　　　　　　　　P　．　　　　　　　　　「　　．

一　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　．　：　　　．．　　・　Received　April　20，1954

！
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インシュリンの薬化学的研究（第13報）

インシュリンのマウ家のケイレン法による検定

長沢佳熊，中山豪一，芹沢．淳
On　the　Pharmaco－chemical　Studies　of　Insulin（No．13）

Assay　of　Insulinりy　a　Mouse　Convulsion　Method

　　　　　　　βyKakuma　NAGAsAwA，　Goichi　NAKAYAMA　and　Jun　SERIzAwA

　　イyシュリyの力価検定法として家兎の血糖量測定法とマウスのケイレy率測定法は，すでに公式の試験法とし

　て日局1），米座2）では前者を，油壷3，，英局4）では両者を採用している．これに関する従来の研究は多数あるが，後

　者に関してはHemmingsen　5）6）7）、　Gaddum　8），Marks9）等により10g用量と効力とが平行することが認められて以

　来，統計学的方法の皆無型の検定法の研究の中心となりゴ現在では反応率をProbitに変換する：方法が一般に行わ

　れている10）11）12）13）14）15）16）17）．我国では著者等は昭和27年秋頃ばり輸入NPHインシュリン注射液の単位検定に

　使っている．叉昭和28年伊藤，玉置18）のマウス法による2－2用量検定法，ED50，3－3用量検定法についての報

　告があるが，後二者の信頼限界は75，5－132．9％及び62．0～150．0％であり，2－2用量検定法ではg・criterionが大

　き過ぎるため信頼限界は非常に広くなり，英局の規定を越え，検定成績としては不適当である．この原因は，用量

比が大きくその割合に効力差が小さいために用量効力線の傾斜が小さい条件で実験が行われていることと，使用マ

　ウス数が少な過ぎるためと思う．　　　　　　　　　　　．

　　家兎法では動物数が少くてよい；と（12－18匹），方法が医療目的と同じ，血糖降下を目標とすること，交叉試験

　ができ，検定の精度が高いこと，標準品と検体との純度が著しく異るときでもかなり正確な値が得られること及び

変量型検定法を用いることができるという長所がある．その欠点は通例1回の検定に1週間を要すること及び血糖

微量測定操作のような特殊技術を必要とすることである．

　　マウス法の長所は試験を1日’で終了でき’，同一標準品を用いて，同時に数検体を検定でぎることであるが，皆無

型の反応によるので多数の動物を必要とし，精度もやや劣るという短所がある．経済的には試験を行う．土地柄，回．

’数，検体数などによって，両：方法の優劣は速断できない．　一　　　　　　　　　1

　　著者等はイソシュリ、ソの単位検定の予試験及びNPHインシュリン注射液，グロビソ・亜鉛・インシュリン注射

液の単位検定についてマウスのヶイレソ法を試み，検定置引の平行性，直線性の検討及びED50の測定も行ったの

　で，その結果を報告する．

　　実験方法1・標準液及び検液の調製：日局インシュリン標準品（21u／mg）の適当量を精密に秤り，日局規定の

　インシュリン稀釈液を用いて1cc中20単位を含む溶液を調製し，標準原液とし，検定当日更に至記稀釈液を用い

　て稀釈し，稀標準液とした．検液はイソシュリy晶晶のときは，標準液と同様にして調製し，NPHインシュリ

ン，グロビゾ・亜鉛・イyシュリソのときは予め濃塩酸少量を加えて澄明な溶液とし，次いで上記稀釈液で稀釈し・

　て調製した．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　悔

　　2・試験動物；体重12～25gの雄マウスを用い，各検定では体重差10g以内のマ〕〉冬を用｝・た．英局では体重差

5g以内としているが，我国り現状では，96匹以上のそのようなマウスを入手することは困難である．食餌は小麦．、

煮干，野菜を主とし，試験の2日前からミルクを与えた場合もある．

　　3．試験条件：試験前日午后4時に水以外の食餌を去り，換気装置を術えた室温30～35。，湿度30－40％の恒：

温室（約2坪）に入れ，翌朝体重を9まで騰り済マウスは・各群解均体重趣を絶しくなり・各群中の緬の

重いもの，軽いものがほぼ同数となるように群分けした。午前11時～12時から津射を開始する．津射はマウスの

背部皮下に025cc　3くは0．35ccずつ行う．1群24匹（台計96匹）の場合の所要注射旧聞は約5－6分である．注

射し1ヒマウスは径19cmのガラス円筒内に5～10匹ずつ入れ，竹製スの子で蓋をし，注射終了時から30，60，90．
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120分間にケィレソを起したマウス数を記録した．ただし計算に採用した観察時鳥ほ90分とした．
9

　　4．及応：特有のケィレソを起したマウス及びコyスィ状態となり，三位にしたとき？マウス自身で腹子にもど

ることのできないものを陽性≧してi数えた．陽性のマウスには直ちに15％ブドウ糖液0．5ccを腹腔内に注射して
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　も

助け，次の予試験用に供した．

　実験結果　1．一般検定：インシュリン粉末20種，．同注射液4種について行った検定成績を’：rable　Rこ示す．

インシュリン粉末についてはその純度が低いため，純度の高いイソシュリy標準品と比較することは適当でない

が，一応実施した．

　　　　Table．1．幽Results　of　A島say　of　the　Powders　and　Ihjections　of　Insuli11（2　and　2　Dose　Assay）

No．

　　1

　　2．

　　3

　　4
　　5　！

　　6

　　7

　　8

　　9．

’．

P0．

　11
，　12

　13
　14
　15
　16
　17
　18
　19
　20．

　21

　22
　23
　24

Sample

A
A
B
B
B　　’

C＊

D＊＊

D
E
Fsoln．

Fsolコ．

Gsoln．

H
I

J

K
L

M
N
O．

P．

Q‘．

R
S

According　t6　B．　P。　V盃

Pote武Et’o　l

0。89

0．90

1。75

．1．00

0．24

1。48

0。97

0．88

1．01

1．57

1。66

L12

0．78

0．82

0．73

0。91

0．97

1．11

1．47

1．06

1，27

0．75

1．15

0．96

Fiducia！1imits　of　error
　　　　　．（％）

　70～130
　37～1128

　55～4438．

　93～136
　56－2288

　74一．165

　65～145
・63～146

　4g－206
　69～．224

　73歯152

　67州180

　71～125

　67～130
　　　　　　　　「
　64～128

　77～130
　76～129

　72～140

　72～235
　80．6～126．7

「　68～254

　46～132

　69～239．

　80～、123

Unit！mg

1

　6．8

　7．6

　14．5

　10．7

　8，2

　4．9

　5．8

　5・3

　5．1

31．4／cc

31．2！cc

22．4／cc

　3．9

24．6！cc

1．5／cc

2．7／cc

4．9／cc

エ．1／cc

4．4／cc

　　15．2

5．7／cc

O．8／cc

斗・2！cc

1．0／cc

Mouse　number
　ln　group
　　　（n）

24．

24

20

24

24

24

23

23

20

20

20

20

24

24

24

24

24

24

24

20

24．

24

24

24

Relnark

△

．△

△

△

△

△

△

△

　Note＝The　temperature　of　Expe士imellts　No．1～12　is　33℃±0．5℃，　the　ratio　of　doses　2；1　is　adopted．

　　　　The　teπ1perature　of　Experiments　No．13－24　is　35。C士0．5。C，　the　ratio　of　doses三s　2：L2

　　　　　　　　3　　　　adopted．

　　．．△：The　experiment　was　u尊suitable，．　for　the　percentage　of　convulsed　mice　was　either　less　15％or

　　　　Over　8596．　　　　　　　．’、

　　　＊：4．2un量ts／mg　by　the　rabbit　method．．

　　　’＊＊14．5u翠its／加州y　th・想bb三t　m・th叫　　．．　．　．．．　’
　　　　　　　　　　　　　　　　’
2．NPHインシ出リンの単位検定：NPHインシュリン14種について行った検定成績をTable　2に示す．　　’

注射液は盤酸でpH約3とし，澄明な液としたものを使った．



9

　　　　　　　　　　　　　　闘

長沢，中山，芹沢：インシュリンの薬化学的研究（第13報） 13

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロTable　2．　Results．　of　Assay　for　NPH　I皿sulin　Injection（2　and　2　Dose　Assay）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r

According　to　B．　P．　V皿 MOuseNulnber
No． Unユt／CC Remark．Sample．

@　　　　　　　　　’
Potency　ratio
@　　（R）

Fiducial　Iilnits
盾?@error（％）

・1n　group
1「

1 1605－585703：1．40ロ 1．15 71～153 46 ．24

2 2M・11896A＊：S40u 0．62 62～144 25 24

3 3626。585703：］L40u L18 77～141 47 25 △

4 　　　　　　　　噛
W153鴨585913：1，40u 0．91 59～113 32 20 △

5 8153．585913：1，40u 1．13 77～134 45 ’20 △

6 6041●585713：］し40u 1．12 73～145 45 20 △

7 2077・585316：L80u 0．95 i　52～180 76 20

8 7038。585503：］し40u　． 0．86 54～159 34 20

9 2547●587113：L40u 0．85 64～142 34 23

lQ 502039　　　：T40u 1．20 73～150 48 24 △

11 4332・591103：1，40u 1．25 71～197 50 24

12 2068－597706：L80u 1．11 71～159 89． 24

13 3011・600513：L40u 1．12 76～151 44．8 24

14 3008－600506：1£Ou 0．97 66～146 77．6 24
・

　　　Note：The　temperature　of　Experiment　No．1－10　is　33。C±0。5。C，　the　ratio　of　doses　is　2＝1adopted．

　　　　　　　Th・㌻・mperature・f寧・perim・・t　N・・11－14　i・35℃±0・5℃，　the　rati・・f　d・ses　i・2・1．き・d・P士・d，

　　　　△　The　e和eriment　was　unsuitablle，　for　the　percentage　of⑳且vul白6d　miごe　was　either　．’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L　　　　　　Iess　15％or　over　85％．

　　　　　＊　　　44　units／cc．by　the　rabbit　method・

　　3．グロビン・亜鉛1インシュリン注射液の単位検定：本晶の単位検定には英晶晶19）では，その英局標準品．と

の比較法を採用し，Stewart，　Smart琴。）はモルモットによる持続試験法を報告しているが，通常のインシュリン

’標準品を用いてどの程度まで．四位の比較検定がで’きるかを試験した1例をTable　3に示した．

　　　　　　　Table．3．　Result　of　Assay　for　Globin　Zinc　Insulin　Inlection（2　a且d　2　Dose　Assay）

Sample

G・283A　40u

Accordi茸g　to　B．　P．　VIII

Potency　ratio　　Fiducial　limits　of
　　　（R）　　　　　　　　error％

1

0．96 71～138

Unit／Cc

38

Number　of　mou鎗

　　　in　Group

24

　　　Note：　Th6　temperature　of　Experiment　is　33。C±0．5℃，　the　ratio　of　doses：2：1．

　　4．・実騨温度・「用量比及び1下中のマウス掌が2－2用量検定の．”誤差の信頼限界”に与える影響＝実験温度33。

±0．5。，用量比2．：1，1群中のマウス数20～24匹で行つ『た20回以上の実験で得た誤差の信頼限界は，よい例で

・71．1～134％悪い例で55．0～44．38％であった．Table　4にそのよい例を，第5．表に悪い例を示す．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ
　　　　　　Table　4．．　Experiment　at　33。C（DQse　Ratio　is　2：1）（According　to　B．　P．　VIII）

Samle

∫，P．　Insuliロ

Standard

InSulin　powder

from　whale

Dose．

CC unit
N響18f蕪§f　P環騨p詰’t　We’g器lacto「

0．35

0．35

0．047

0．095

24

24

　6

．16

25

67

4．33

5．44

0．540

0．593，
1

0．35

O．35

0．0055mg

n．0110mg

24

Q4

　3

P6

13

U7

3。87．

D5．44

0，395

O，593

r

＼
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1（109Dose　ratio）＝1092／1＝0．3010，　V＝0．8878，　b＝4．45，　M（10g．pQtencγrat量。）rτ．♀483，

皐（Pρteロcy　ratio）鵠Anti．log　M誕0．8878，　g＝0．169

10g（fiducial　limits％）＝1．8517～2．1273，　FiduciaUimits　of　err6r＝71．1～134．1％（P＝0．95）

Table　5．．Experiment　at　33。・（Dose　Ratio　is　2：1）．（According　to　B．　P．　VIII）

Sample

J．P．　InSulin

S亡andar《i　．

Insulill　powder

from　whale

Dose

CC i u

0．35

0．35

0．35

0．35

0．047

0．095

0。0057mg

O．01141ng

n

20

20

20

20

r

6

10

％

30

50

9’

15

45

75

．Y

4．48

5．00

4．87．

5．67

W
0．576

0．637

0．632

0．540

1＝o・3010，v『o・0839・b盟2・19・M＝o・242・R＝1・746・9「o・741

10g（fiducial　limits％）＝1．7402～3．6472，　Fiducial　limits　of　error＝55．0創4438％（Pゴ0。95）

　実験温度35。±0．5。，．用量比2：，1，、1群中のマウス数20～24些で行った実験ではその誤差の信頼限界は，・よ

い例で73．1～150％，悪い例で4．6～127％であった．Table　6にょい例を，　Table「7に悪い例を示す．なお後述の．，

Table　9も参照されたい．　’　．　　　　　　　．　　　．　　　　　　　　　　．　　　　　　・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ　　　　　Table　6．　Expe㎡me且t　at　35。（Dose　Ratio　is　2：1）（According　to．B．　P．　Vm）
齢　　　’

Saτnple’．

J．P．　In自uli紅

Sta夏dard
　’

NPH・111Sulin

Inlection

Dose

CC い・・t

0．35

0．35

0．35

0．35

0．026

0．052

0．026

0．052

24

24

24

24

r

13

20

12

23

％

54

83

50

96

Y

5．10

5．95

5．00

6．75

W
0．634

0。455

0．637

0．194

1＝0．3010，V＝0．0868，　b＝4．32，　M＝0．081，R岩1。205，　g＝OJ98

1qg（fiducial　limits％）．＝1．8641ん2．1757，　Fiducial　limits　Qf　error＝73．1～149．896（Pコ0。95）

Tab1ρ．7．　ExpedmeRt　at　35。（Dose　Ratio　is　2：1）（According　to　B．　P・Vm）

Samp！e

．J．　P．　Insulin

Stahdard

NPH・Insulin

Injectio11、

Dose．

CC

0．35

0。35

0．35

0．35

｝un・t．

0。026

0。052．

0．026

0．052

20

20

20

20

r

．8

13

12

14

％

40

．65

60

70

Y

．4．75

5．39

5．25．

5．52

W
0．618．

0．603．

0。623

0．578

1＝0．3010，V＝0．0826，．b＝1。53，　M＝0．2091，　R＝1．618，g＝1．509　　　　　　、

10g（fiducia1王互mits％）昌＝0．6与84－2．102；F三dロcia卑1iπ1its　of　error＝4．6～127％（P嵩0，95）

　　　　　　　ダ
　即ち温度を高くずれば誤差の信頼限．界の上・下限の巾が小さくなることを知った．

　実験温度35。±0．50，用量比2：1．2，1雪中のマウス数24匹で行った実験では，英局圃規定の誤差の信頼限界8α

～125％（P＝0．95）内に入る結果が得られた．Table　8にその結果を示す．
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Ta51e　8・Experime血t　at　350（Dose　Ratio　is　2：1・2）（Ac『ordi且g　to　B・P・VIII）

Dose 1

Sample
CC unit

一　　　n

r ％ Y W
J．P．　Insu！i工1

　Standard

0．35

0．35

0．42

0．72

24．

24

15

21

63

88

5．33

6．18

0．611

0．377

J．P．1ロSulin

　Standard

0．35

0．35

0．35

0．59

24

24

8

23

．29

96

445

6．75

0，570

0．194

1＝0．2219，V＝0．095，　b＝7．12，　M＝了．9775，　R＝0．950，　g＝0．146

10g（fiducial　l韮mit％）＝1．9038～2．0884，　Fiducial　limits　of　error＝80．1～122．6％（P＝0．95）

　　　　　　　　　　　　’
．1群中のマウス数を52匹として行った実験結果をTable　9に示す．

　　　T・b1・．9E・p・・i血・・t・t　35．（D・se　R・ti・i・2・1．2）（A・…di血9　i・t・B．マ．　VIII）

　　ムsalnp　e
Dose

ノ

CC 1…t n r ％ Y W
J．P．　InSt11ill

　Stahdard

0．25

0．25

0．060

0．100

52

52

11

31

21

60

4．79

5．25

　　0．500

1α62・

J．P．　InSuli且

@Standard

0．25

O．25

0，066

P0，110

52

T2

．14

R4

27

U5

4．39

T．39

0，581　　　　　「

O，602　　　　　　’

1＝0．2219，V＝0．0334，　b＝4．64，．M＝0．0366，　R＝1．087

g」0。121，10g（fiducial　limits．％）　躍1．9214～2．0886

Fiducial　li皿its　of　error＝83．4州122．7％

　5．3－3用量検定次に同一用量を用い，用量比2＝．1．2，1病中のマ．ウ羅数30匹で，実験温度を30。及び35。

で行った3－3用量検牢結果をそれぞれTable　10及びTable　11に示す．「丁丁かわ明かなように300ではケィレソ

を起す率が小さく，更に用量の増加をしなければ検定できないが，35。ではよい結果を与ネることが秀る，Fig．．1

．参照）．3－3用量検定の計箕法についてはGaddu加21）が報告している簡便法によった．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L　　　　　～

　　　　　　　　　　　　　　Table　10．　Experiment　at　30。（Dose　Ratio　is　2：1．2）

Dose　　　Lf　　　Sample噛

CC unit．

トn

r ％

「　　　Y

W
J．PごInsulin

　Standard

　　（1）

0．25

0．25

0．25

0．025

0．015

0．む09

30

30

30

．6

0

0

20

0

0

J．P．1皿Suli且

　Sta皿dard

　　（H）

0．25

0．25

0．25

0．0275

0。0165

0．0099

30

30

30

1
．7

2

0

乞3

7

0

T。b1。．
P1．　E。p，，im，n，。，35・（D6se　R滋i。　i。2、、．、）（AccQ，出b、，。　G溢dd。詔

Dose
　　　　　　　　‘ramPle

CC　　　。 unit n r． ％ Y　，

J．PJnSuli豆

　Standard

　　　I

0．25

0．25

0。25

0．025

0。015

0，009

30

30

30

21

12

6

70

．40

20

5．52

4．75

4．16

W
0。576

0．622

0。473
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Sample

」．P．　Insulin

　Standard

　　　、II

Dose

CC

　　0．25

　　0．25

「0．25

unit

0．0275

0．0165

0．0099

r

31

30

30

23

　9

　7

％

30

23

Y

．／

W
5．64

4．48

4．26

0．548

0．576

0．508

　　　　　　1『1092／1．2＝0．2219，V＝0．0594，　b＝3．11，　M＝0．006，

　　　　　　R（poteロcy　ratio）＝Anti16g　M＝1．014．

　　　　　　va∬djty　test

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I且dex　　　Variance「　　S．　D．　　　　t　　　　P

　　　　　　Paraiielism　　G＝0．01．　V＝0．0594　　0．244　　0．04　　0．9く

一一・一・・re認室碁．・v一・3564・・597｛1：ll　l　8：1二8：§

　．幽　　　　　Errors．　　　　　　　　　　　　．　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　．　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　1　　　　　　　’

、

　　　　　　　　λ＝・0．322，P＝0．95，　t＝1。96，　g＝0．12　　　．　　、　．　　　　　　　　　　　　’

　　　　　　Fiducia11imits　of　M＝了．9544～0．0578

　　．　　　Potency　of　J．　P．　Insulin　Standard（II）is　101．4（74．7～138．2）％．of　expected　pot鳥ncy（P鵠0．95）e

　　　　　　Fiducial　limits　of　errorき73．6～136．3％

　　　　　　　　　　　　　声

ノ

Table　12も3－3用量検定例である．（Fig．2参照）

　I

Rあ↓t　％

5

4

∂

2

ε叶

70

60

5G

40

30

20

10

‘

●o

4』　6」

’

’

「．

　　　　　　　’　0　　　　　，
　　　　　’　1　　　　　ノ
　　　．6爵

　　’
　ノノ　　　　O

‘

，’

　　．　L

’

ノ

’

’

’

’

ρ

’

’

’

8
戸

〆
ゲ

’

’

’

ρ

’

’

6，5

6．σ

55

5．0

紀

壱4．5

虚

㌦息

9

A　8
靹　　¶臨

A　β

随　　h

A　B
し　叱

Fig　1． From　data　of　Table　10　a且d　11

　　　　：Resロ1t　at　35。

……
@：．ReSult　at　30。

．㊧▲　：Probit　ratio

（）△　：　％　ratio

　　σσ574
　　　　　0，0色30

→L。gD。se

oρ861
　　0，0945

α’Q18

Fig　2．　From　data　of　Table　12

　　　　　　⑧　　：・J．P．　Insulin　Standard　prep。　I

　　　　　　　X　．＝　　　〃　　　　　〃　　　　　　　〃　　　　　　〃　　　II

　　　　　　　　　」

　　　　　　　　　　　　　　●



P

・　．
、

，

長汎中山・芹沢・．イソシユ膨の薬化学的研究（第13報）

r

17
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Table　12．3ε血d　3　Dose　Assay

Salnple DOSe
（γ）

r n P（％） Y
，。血1

　　　　1
W 11XW

J．P．　InSulin

@Standard

@　　　I

0．1418

O．0945

O．0630

22

P7

P1

25

Q5

Q5．

88

U8

S4

6．1815．474．85 　　　　　　■

P6．50

0，377

O，587

O，631

9，425

P4，675

P5，775

J．P．　InSulin

　Standard

　　II

0。1292

0．0861

0，0574

19

13

5

25

25・・．

25

76

52

20

5．71

5．05

．4．16

14．92

0。529

0．635

0．490

13．225

15．875

12．250

1＝0．1761，V＝0．076，　b＝4．09ジM＝0．1296

R＝Anti1Qg　M＝1．348

Validity　test　　．　　　．　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　，　’

　　　　　　　　　1且dex　　．　Variance　　S．　D．　　．t　　　　P　　　　　　．　　　　．．　　　　’

Parallelism　G＝一〇．11　．　V＝0．076　　0．27　　0．41　　0．6～0．7

・……e暮1：込81236v一・432・・65｛8：ll　8：1＝1：§

Errors　　　　　　　　．　．　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　λ＝0．2445，P＝0．95，　t＝1．96，　g＝0．133

F五ducial　limits　of　M＝0．0282～0．2786

Potency　of　J．　P．　Insuli皿Standard（■）is　134．8（106．7～190．0）％of　expected　potency（（P＝0．9与）．

Fiducial　limits　of　errof〒79．2～140．9％　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　・　　　　　　　　　　　’

〆

　6．対数用量と敷力線の直線性の検討及びED50．値とその信頼限界：．日局標準品6硝量を用い，実験温度35。士

0．5。，‘
p量比2；1．8，1群中のマヴス数25匹で行った突験資料の分析結果をTable　13に示す（Fig．3参照）．

　三　　　．　　　　Table　13

Dose　［10g　DQse×Number
　　　　　　　100　0fMOUSe
（unit）　（X）　（n）　f

　　　　Empirical　Expected
　　　　　Probit　　　PrQbit
P（％）　　　　　　（Y） 且W y 1」WX nwy

0．0574 0．76 25 5 20 4．16、． 4．4 13，950 4．18 10．6020、 58．3110

0．0630 0．80 25 11 44 4．85 4．6． 15，025 4．86 12．0200 73．0215

0．0861 0．94 25 13 52 5．05 5．2 15，675 5．05 14．7345 79．1588

0．0945 0．98 25 17 68 5．47 5．3 ．15，400 15．46 15．092Q 84．0840

0．1292 1．11 25 19 76 5．71 5．9 i1．775「 5．69 13．0703 66．9998

0．1418 1．15 25 22 88 6．18 ノ．6．0 10，975 6．16 12．6213 67．6060

T・・副 1・・…1 1…4・・1
429．1811

【

1／Snw＝1／82．8＝0．01207ク3；量＝7臼．1401／82．8＝0．9437

ラ＝429．1811／82．8胃5．1833．

　　　　　　　Snwx2　　　　　　　　Snwxy　　　　　　　Snwy2
　　　　　　　75．3366　　　　　　　　　　　　411．6623　　　　　　」　．2255．1569

　　　　　　　73．7425　　　　　　　　　　　．405．0274　　　．　　　　　2224．5954

　　　’．Sxx＝1・5941　Sxy＝賎6349・・恥＝塁捌蕊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　“　　　　　　、　幽，　　　　　　　　　＊
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　219460《一γ2〔4〕．

b－S・y／S・・一4・1612・V（b）＝11Sxx＝9・6解．

The　Regression　equatioll　is．　　　　　　’．・　　‘　　　　　　　　　　　　’

　　　Y＝ヲ十b（x－x）雷4．162x十1。356 ’

P

、

「’
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1・gED・・一・・5 ﾜy一・8997

　　　　．。．ED5g＝0．0794　u■it’（＝3。78γ）
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　Fiducial　limits鴇0．0682ヴ0．0895u（＝3．25～4・26γ）

．・DFiducial　limits　of　error＝85．9削119．8％
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Fig　3．　From　Data　of　Table　13
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　　　　　　　　r老察とむすび

　1　誤差限界　生物学的検定法では標準品を用い

て，それと検体とを比較検定し，標準品の量叉は標準

品の一定重量で規定された単位によって検体量叉はそ

の効価をあらわす．この際の誤差は従来大体土20％以

内のもめを検定法として採用するのが通例であった．

近代統計学の適用によって，現在の目標は，例えば英

局V皿では一般に誤差の信頼限界＝80～125％（P＝o・95）

を要求している．著者等の実験によると，高用量と低

●用量の比が英局のように2：1でに信頼限界内に入る

ことは困難であるので，その比を2：1．2として，しか

も実験温度35。として始めて至適に近い信頼限界が得

られる（Table　8）．しかしこの実験ではケイレγ率が

85％以上である，88％又は96％というような正規分布

を宗す範囲外にあるので，Probit変換，重み補正をしないで，10g法によって計算すれぽ却つ七去の値0・83に近い

0・89という値が得られる．親定の信頼限界内に入れるためには’ユ女中のマウス数を52匹（合計208匹）に増加す

れば，一層容易となる（Table　9参照）．

　2．3－3用量検定を行えば，一層正確な検定がでぎる。

　3．日局標準品6用量を用いてED50値及びその信頼限界を求めると，　ED50富0．0794単位（昌3・78γ），信頼限界

胃a5．9～119．8％（P＝0．95）であった。

　4．以上の結果からイソシュリyの検定，特に予試験として，．マウスのケイレソ法を採用できることを知った．

ただし純度の低い検体では家兎法に比して大きな値を与えるような結果を示すことを注意しなけれほなら塗い。
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assay　whe夏the　temperature　of　the　experiments　is　35℃，　using　24　mice　per虻oup（⇔6　mice　in　a11），　ado。
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．with・a・e　be　c訂「i・d・ut　wi曲the　aboVe・me且tl。ned　li血lts　of．e「「・「・2・A3・nd　3　dose　assay．・r

carried　out　with　血ore　accuracy　than　a　2　and　2　dose　assay．　3．　ED50＝0．0794　un三ts　（＝3．78γ）was
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