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インシュリンの薬化学的研究（第16報）＊

アイソフェンインシュリンの試製について

　　　　　長沢佳熊，　三橋謙一

　　　　On　the　Pharmaco・chemical　Studies　of　Iコsulin（No．16）．

On　the　Preparation　of　Crysta11ine　Protamine　Insulin（Isopha皿e　Iロsuliロ；

NPH　Insulin）．

　　　　　　βyKakuma　NAGAsAwA　and　Kenichi　MITsuHAshl，

　まえがき　1935年，Hagedorn等1）は，インシュリンにプロタミyを加え，　pH　7として得た懸濁液は，通例の

イソシュリy注射液に比し，非常に長い持続作用を有することを発見した．更に1936年，Toronto大学のScott，

Fisher2）は，・このプロタミソイyシュリソの懸濁液に少量の亜鉛を加えると，その安定度，持続性がともに増加す

ると報告した．この製剤は，プロタミソ亜鉛イyシュリソ注射液として現在も広く治療界に用いら塾ている．つ吟

で1946年，プロタミソとイyシェリyによって生成する沈澱に関する物理的，化学的研究をつずけていたDen－

markのKrayen馳hl，　Rosenberg3）は，ある種の条件下で，しばしばプロタミyイyシュリ．ソの沈澱が結晶とし

て生ずることを見出し，完全な結晶化に必要な条件と，その組成等について詳細な報告を行った．この結晶の懸濁

注射液は，国局委員会からアイソフェyイyシュリソ注射液Isophane　Insulin　Injection（通称名：NPHイソシ

ェリソ注射液）乏命名され，現在外国数社によって市販されており，我国でも二社から発売されている．

　著者等は最近，アイソフ出ソイソシュリy製造用のイシシFリy結晶＊＊と，プロタミソ＊＊を用い，その調製を試

みたので報告する．

実や験　の　部

　A．Isophane　Ratioの試験　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　FDAの試験法4）に準じ，　isophane　ratioを定めた。

　試験法；　イソシ芦りy溶液（1cc中40単位を含む。．42　w／v％塩化ナトリウム溶液）12．5ccずつを6本の尖頭

沈澱管にとり，それぞれにプ”タミy溶液（1cc中5釦gを含む）0．30，0．36，0．42，0．48，．0．54，0．60ccを加えて

よく混和し，40分間放置後遠心分離する．各沈澱管から上澄液5ccずつを2本の試験管にとり，1方にはイソシ

ュリγ溶液（前記）0．5ccを，他方にはプロタミγ溶液（前記）0．5ccを加えて混和し，10分間放置する．

　それぞれの濁度を，光電管比色計でフィルター400mμを用いて測定する。

　試験結果＝濁度測定の結果をTable　1に示す．

　　　　　　　　　　　Table　1．　The　Results　of　Measurements　of　Turbidity．

cc・prot．／12．5cc　ins．

0，30cc．

0β6
0．42

0．48

0，54

0．60

（O．30※）

（0．36敷）

（0．42※）

（0．48※）

（0．54※）

（0．60※）

Turbidity（十protamine）

0．540

0．155

0ユ25
0．020

継
蹴

Turbidity（十insu1五n）

0．070

0。122

0．170

蝦敷激

※※※

※※※

＊　第15報は　長沢佳熊，西崎笹夫：ぺ一パーク戸r’トグラフによるインシュリンの定量法　昭和30年5月日

　本薬学会東：京第1例会にて講演

＊＊本品の調製には，高純度のインシュリンとプロタミンとを必要とし，インシュリンは，その溶液をpH　7
　とするとき，比較的濁っていないものを用いる．我々の用いたインシュリンは23u／mgであった．』

栄　インシュリン100単位に対するプロタミンのmg数．

※※析出物多量のため測定不能．

※緻ほとんど澄明のため測定不能．
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これをグラフに移し，プ戸タミソのisophane　ratioの量を求める（Fig．1）．

　　　　　　　　　　　　Fig．1．　Determ三nation　of　the　Point　of　Isophany。

600．

500

400

珍

迄　300

号隔
・←1

　　．2P“．

10σ

　　　　　　　　’　．　　』　”．　　．　　㌧　　0．3　　0．4．　　0．5．　0．6　‘　』　．　．　．　　，

　　　　　　’．’1’．　　．　　　Pr。ta面neロ9／100u．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　十P．…………十Protamine
　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・十　　1．　999ヲ’rひ・99・・十　Insulin

　Fig．1では，イソシェリソ100単位量についてのプロタミソのisophane　ratioの点を決定するにはいたらなかっ

たが，犬略0．5－0．55mgと推定することができる．検体量の不足から再びこの試験を繰返すことができなかったの

で，これにもとずいて，プロタミソイソシ拓リyの結晶製造を試みた．

　H　製造実験
　実験1．Insulin　8qu．／cc．　protamine、0．441日目／cc．　alkali耳e　buffer　solution＊を加えてpH7．2とする。

12時閲後鏡検すると，Fig2．のようなプロタミソイyシュリソの結晶を認めた．

　実験2．．Insulin　80u．／cc．　protamin60．24mg／cc．　alkaline　buffer　solution＊を加えてpH7．5とする．12時

間後鏡検するも結晶をみず，24時間後，Fig．3．にみられるような結贔を得た．

　実験3。Insulin　80u．／6c．’protamine　O463mg／cc．　alkaline　buffer．solution＊を加えてpH7．1とする．

12時間後結晶生起，Fig．4のものを得た．　』．「

　実験4．Insu】in　80u．／cc．　protamine　o．28mg／cc．　alkaline　buffer　solution＊を加え，　pl17．1とする．18

時間後の結晶をFig．5に示す・

　実験5．Insulin．80u．／cc・protamine　O．28mg／cc．　alkaline　buffer　solution＊を加えてpH7．5とする．52

時間後の鏡検で結晶を認めた．72時間後の結晶はFig．6に示す．

　実験6．Insulin　80u／cc．　protamine　O．425mg／cc．　alkaline　buffer　so】ution＊を加え．，　pH7．2とする．48

時間後の結晶をFig．7．に示す．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

＊　0．2w！v％Na2HPO4，0．42w／v％NaC1，0．8w／v％glycerin，　o．2w／v％m－creso1を含み，水酸化ナトリ

　ウム液を加えて適当なpHとする．

●
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　　　　　（×320）

3



4 衛生試験所報告 第73号（昭和30年）

護．鑛羅鱗，

晶晶．…
．難

　繍 罵F

　　　　　　　Fig．6．　Experiment　5。　　　　　　　　　　　　　　Fig．7．　Experiment　6．

　　　　　　　　　　（×320）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　（x320）

以上の実験におけるイyシュリy100単位についてのprotamine量，液のpH等については，　Table　2に示す．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　2．

InSUlin

100units

〃

〃

〃　　　r

〃

〃

Protamine 1

0．55mg
O．30

0．58

0．35

0．35

0．53

pH　of　solut王on

7．2

7．5

7．1

7．1

7．5

7．2

　C．　持続力の試験

　家兎6匹な用い，2匹ずつの3群に分け，第1群には参考品として米国Squibb社叢NPHイyシュリy注射液
　　　　　　　　　　　　　　　　ココ
を，第2群には実験1の調製品を，第3群には実験5の調製品を，それぞれ家兎体重2kgにつき，1．2単位ずつ

注射し，注射後9時問目までの血糖量の変化につき観察した．各群の平均をとり，その結果をFig．8に示す．
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Fig。8．　AComparison・test　of　Retarding　Activity　between　Our　Preparation　and　NPH　Insulin　Injection

　　　Squ三bb・

110

切
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お

讐

吟
召
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攣　　　　　　　　　　　，ン／／
　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

　ロ

　　　　ら　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

　　　　　層’辱一一一一。噸．．＿一’ρ”

　　　　　　　　」　　，　
．璽

1　　　　　　2　　　　　 3　　　　　　4　　　　　　5　　　　　『6　　　 ．　㌘’　　　　8　　　　　　9

　　　　NPH　insulin　Squibb，・・…
　　

一・・一eisher5）の実験、

　’　　　　　　Time　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　．　　　hrs．

　’

…・… dxperiment　L　一・一Experiment　5，

　D．上澄液申のインシュリン量の試験

　実験3の調製品を遠心分離し，その上澄液につき，イyシ芦リソ量が全効力の2．5％以下であることを確認した．

　家兎6匹を用い，3匹ずつ2群に分け，1群には体重2kgにつきイソシュリy標準品0。8単位を，他の1群に

は体重2kgにつき上澄液0．8ccをそれぞれ注射し，血糖量を測定した．1週間後交叉試験を行い，同様に血糖量

を測定した．この結果をTable　3に示す．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I

　　　　　　　Table　3．　The　Results　of　Assay　of　Insulin　in　Supematant　Liquid．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　First　day

Dose　injected

@　　　　　2kg

Blood　sugar　mg％Rabitt

mo．

Body

翌?奄№? 、脇訓嫌と，劇3罐と，蕊e「 1．糠語謡

Reduction
@blood
@sugar％

1

85

86

87

2．45

2．2

2．4

St．

0．8u．

〃

〃』

〃

〃

99

101

101

88

89

90

2．5

2．3

2．2

Supernatant
　　O．8cc

　　〃
　　〃
　　〃．

　　〃

97

100

93

35

40

38

38

36

50

86

90

90

46．5

45．5

41．6

83．i

：1

100

96

84

98

96

101

3．1

11。0

9．7
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Second　day

Rabitt

No．

　　　　　Dose　injected
Body
weight
　　　　　　　　　2kg

B1σod　sugar　mg％

、島藷■1・謙瀟e「3癖；、諮「

　　　　　　　　Reduction
　　　　　　　　　blood
l糠、諮「sugar％

85

86

87

2．4

2．2

2．4

Supernatant
　　　O．8cc

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

92

103

98

64

88

76

90

97

98

94

103

96

9；8

6．8

8．2

St．

88 2．55 0．8u． 100 36 38 76 50．0

〃

89 『2．3 〃 107 41 41 87 47．7
’

〃
L

90 2．2 〃 97 33 45 80 45．3

　　　　両日の血糖減少率平均

　　　　　　標準品………．46．1％

　　　　　　上澄液………8ユ％覧

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む　　す　　び

　　　　1．．アイソフェソイソシ譜ソの調襲こついて報告し五

　　　　2．『我々の実験範囲のpHでは，　pHと結晶形の大小との関連は認められず，　protamineの量によってのみ，結

　　　晶形の変化がみられた．

　　　　（註，アイ・フーソ々シ・リ唯騨・比して…6・・mi・・量の多・・プ・タ・唖鉛イソシ・・ソ注轍の沈

　　　　　澱中に，往々Fig．4にみられるような巨大なアイソフェソイシシュリyの結晶をみることがある．）

’　　3．．試製品の持続力試験は，本来，動物の個性による差異が甚しいものであるが，文献記載めデータ5）とほ攣目

　　　様と思う．

　　　　4．上澄忌中のイソシュリy含：量は，全効力の2．5％以下である．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　　献

　　　　1）H．C．　Hagedorn，　B．　N．　Jensen，　N．　B．　Krarup：J．　Am．　Med．　Assoc．106，177（1936）．．　　　，

　　　　2）　D，A．　Scott，　A．　M．　Fisher：J．　Pharm．　Exp．　Therap．58，78（1936）。

　　　　3）Ch．　Krayenb丘h1，　Th．　Rosenberg：Reports　of　the　Steno　Memorial　Hospital　and　the　Nordisk　In－

　　　sulinlaboratorium．1，　60（1946）．

　　　　4）　Federal　Register，　Title　21－Food　and　Drugs．　chapt．　1．　Food　and　Drug　Administration．　Federal

　　　lSecurity　Agency．．Part　144．13，144．14．

　　　　　長沢佳熊：ホルモン薬品学，p．263（立川図書．1954）．

　　　　5）A．M．　Fisherとt　a1．：Canadl　M．　A．　J．65，20（1951）．　　・．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　　　The　preparing　method　of　Crystalline　Protam：ne　Insulin（NPH　insulin）was　described．．

　　　　1）　In　our　experiments，　pH　values，7．1－7．5，　do　not　influence　upon　crystal　size　of　NPH　insulin．

　　　　2）　The　quantity　of　protamine　seems　to　have　some　influence　upon　crystal　forms　as　well　as　complete

　　　crystallization．

　　　　3）　Our　comp3rison　test　shows　no　differences　between　our　preparation　and　NPH　Insulin　Injection

　　　Squibb．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　Received　April　30，1955
　　　　〆　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
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インシュリンの薬化学的研究（第17報）・

日局インシュリン標準品の力価検定について

　　　長沢佳熊，中山豪一，佐藤　浩，白井浄ニ
　　　　ノ

　　　　　On　the　Pharmaco・chemical　Studies　of　Iロsulin（No．17）

　The　Assay　of　The　Japa皿ese　Pharmacopoeia　Insuli且Standard（1954）

βyKakuma　NAGAsAwA，　Goichi　NAK：AYAMA，　Hiroshi　SATo　and　Joli　SHIRAI

　まえがき　日局インシュリン標準品（1954）を調製する目的で，デルタ社製結晶インシュリンを国際標準品（19

52）（以下IStと略す）及び日局標準品（1952）（以下NStと略す）を用いてその力価を検定したのでその結果を報

告する．

　実験方法　1　検定法　本報告では日局U1）法，英局樋記載の（2－2）用量方式による交叉試験法2）を用いた．

　2　標準液及び検液の調製法　標準品，検体共に，日局、1記載の溶媒で溶かし，〔ISt〕は1cc中24．5単位，

〔NSt〕は1cc中20単位の力価を含むように稀釈し，標準原液とする．検体は1cc中1mgを含むように稀釈し，

検体原液とする．試験当日，上記溶媒で適当に稀釈し，稀標準液，稀検液として用いる．

　3　実験動物　体重1．8～2，6kgの健康な家兎を試験前18～20時間絶食させ，試験直前に測った体重に応じて

注射量を定める．採血が終るまで飼料，水を与えない．

　実験結果　1　予試験　検体の大体の力価を知る為に，数回予試験を行った．その例をTable　1，Fig．1に示す．

予試験の結果，検体の力価はユmg当り18～23単位であると想定した．

　（例1）使用家兎数16匹．検体の想定力価1mg当り18．5単位。〔NSt〕の高用量（NS2）を1cc中1．67単位，

低用量（NS1）を1cc中0．83単位，検体の高用量（T2）を1cc中0．09mg，低用量（T1）を1cc中0．045mgを

含むように調製した．この結果をTableユに示す．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　1．

Anima1

1

2

3

4

5

6

7

8

9

ユ0

11

12

．13

14

15

16

1st　Day

課。B、．。／

朧　∫N亀

liii｝瞼

convulsion

ll：l　IT2

2乳7　　／

conVU】sion

15。8

24．5

11．2

20．2

／

2nd　Day

40．2

20．2

14．4

｛

∫町

25．4

51．2

28．0

／

∫職

23．8

17．9

20．6

・恒

25．8

45．4

11．3

34．3

／・

∫騨

y＝T－S

町，，。

．：1；：1戸1333

11：1／殉．、。3

唖∫

’lll｝聯66

d

　13．3333

－　10．2667

－　3．0667

　5．2

　6．6

－11。8

一4．6666

　1．9334

　2．7334

　1．075

－　8．825

　10．975

－　3．225

＊　第16報は本誌1頁
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E＝47．3十6．1333十11．075十4．3666／4＝9．7187

F＝・17．3－6．1333－11．075十4．3666／4＝1．1146

1＝log　2＝0．3010

b二9．7187／0．301＝32。288

M＝1．1146／32．288＝o．0345

Potencアz’atio＝ユ．082

Mean　number　of　animals　per　group＝3十3十3十4／4＝3．25

S2＝．745．3／9＝82．811　．

V貫82．811／6．5＝12．74

twith　g　degrees　of　freedom＝2．26；t2＝5．11

A竃12．74／2＝6．37；B＝12．74／0．1812＝70．31
　　ダ
g＝・70．31×2．262／32．2882＝0．344　　　　　　　　L

Log（fiducia1！imits　per　cent）

　　　0．344×0．0345　　　　　　　2．26
＝2十　　　　　　　　　　±
　　　　　0．656　　　　　　　　32．288×0．656

誕2十〇．0181±0．2203

＝1．7978　to　2．2384　　　　　　　　　　　　　　　1

Fiducial　limits　of　error贈62．8to　173．2％（P＝0。95）

〆・37・・656＋・・・・・…3452

　Table　1の結果から二二比1．082が得られ1従って検体

1mg当りの力価は20．01単位とな’る．

　（例2）使用家兎数18匹．検体の想定力価1mg当り18

単位．．この結果は第1函に示す通り．ユmg当り19．3単位で

あった．

　2　本試験　（実験1）　使用家兎数16匹．検体の想定力

価1mg当りユ8単位．〔ISt〕の高用量（IS2）を1cc中1・67

単位，低用量．（IS1）を1cc中0．83単二，検体の高用量（T2）

を1cc中0．092mg，低用量（T1）を1cc中0．046mgを含

むように調製した．この結果をTable　2に示す．

券

茗

飼

UO

100

90

言Fig．1

107％

一〇・働・．OOo一一齢。畠・o．亀一
ε

2
2
：

3

0。9　　　　　　　1．6．．　　　　ゆ　1．1

　　Assumed　p◎tencジ

Table　2．

Anima1

1

2

3

4

5

6

7

8

1st　Day

ii；i｝職

conVUlsion

28．7

21．4

25．8

ユ6ユ

／Iふ，

∫

2nd　Day

10．0

25．3

20．0

》

4014

38．3

37．8

17．8

」
∫

y＝T－S

ヨi；i属鵬

ll：1，／町．、　5

11：1．／

d

　1．2333

－5．2667

　4．0333

　1．125

　6．325

　L425
－8．875
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9

10

11

12

13

14

15

16

40．5

41．2

37．4

32．0

／筋

「

溌｝笥
convulsion

20。5

19．4　’

11．6

17．3

I
／Iふ

17。4

18」7

12．2

一｝職

ll：別

割圃575
≡；；i｝恥＝＿

一q．575

　1．225

　5．225

－　5．875

一3．4334

　0．7666

　2。6666

E＝12．8125；F＝2．7625；1＝1092＝0．3010

b＝42．566；珂＝0．噛0649；Potency　ratio＝ユ．161

S2＝25．0728；V＝3．5818

twith　10　d．　f．＝2．23；t2＝4．97　　’

A＝1．7909；B＝19。7671；g＝0．054　　　　　　　　　。．

1」09（fidなcia111mits　per　cent）　＝1．9283　to　2．0717

Fiducial　Iimits　of　error＝84．78　to　118．0％（P＝0．95）

1201

110
L

碁

署　100，
囲

90．

Fig．2

102％

働go　●鍾ρ●一　●，ooρ●一”騨●　，

＝

含

題

豊

t

　Tab162の結果からでは，検体の力価が1mg当り20．9単

位となる．

　（実験2）使用家兎数18匹．検体の想定力価1mg当り

20単位　こρ結果は第2図に示す通り．．1mg当り20．5単

位であった．

　むすび　以上の結果から検体の力価を1mg当り20国際

単位強であると判定し，これを20日局単位とする・

0．9　　　　　1．O

　　As鍍med　p。teロcy

1．1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：文　　　　献

1）　日局紅；59

2）英局皿；786，816（1953）．

　　　　　　　　炉

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　In　preparation　for　the　new　J．　P．　Insulin　Standard（1954），　we　determined　the　potency　of　the　Delta’s　cry・

stalline　insulin　comparing　with　the　International　Standard　and　J．　P．　Standard　by　J．　P．　VI1）母nd　B．　P．

VIII2）methods．

F「om　the「esult　of　assays・we　found　that　samρ1e？「epa「at’on　con『’ns　20　J・RUn’ts　pe「1甲9．

　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　Apri130，1955




