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　インシュリン亜鉛塩の結晶は，1926年Abe11），1929年Harington2），1931年Scott3）等により牛膵臓から単

離され，1940年’R6mans等4）によりその工業的製法が報告され，欧米の各製造会社では，ほとんど凡てがこの

結晶を工業的に製造している．豚膵臓からも結晶が得られるが，結晶化がやや困難であるとScott3）（1931）1’

L㎝s，Evert年en（1952）5），6）が述べている．羊膵臓についても同様であるという（Scottl　1931）5）・硬骨魚類

（タラ）のStalmius小体からはJensen，　Wintersteiner，　Geiling6）によって結晶が得られた．佐藤等7）のカツ

オのStamlius小体からの製法を追試した結果，方法がきわめてまわりくどくて収量悪く，インシュリンの結晶

はほ・とんど得られなかった．彼等の方法によれば結晶化してもわずかの部分のみであったろうし，得られた結晶

の生理的力価の検定には全く科学的根拠なく，その他の恒数も明かでなく再現でぎる報告とは考えられない．

　なおカツオ，マグロ類のStamius小体からのインシュリンの結晶化については，いずれ詳細に報告する予定

である（一部は六角板晶又は集三四に結晶化するが，極微細結晶と思われる粒状物をともなう）．

　次に鯨膵臓からのインシュリンの結晶化については著者等の調べた限りでは報告がない．鯨膵臓からのインシ

ュリンの抽出については著者の1人長沢8）｝ま既に1942年膵臓19から2・0ヴ2・5単位を・Jacobsen（1941）9）等

は1単位弱を得た．

　著者等は南氷洋産シロナガスクジラB吻ε加ρ∫67αゐ。勉πfs，　Lessonの膵臓から工業生産的にきわめて収量よ

くインシュリンを結晶化することができたのでここに報告する・＊＊＊＊＊　　　　　　　　　　　　　　　’

　柴田10）の方法によって得た1mg中約16単位を含む粗インシュリン粉末19を氷酢酸2ccを含む水180　ccに溶

かし，アセトン120ccを加え，10％アンモニア水2ccを含む水120　ccを加えpHを6・0とし，沈澱を源去し，演

液に酢酸アン’モニウム緩衝液（pH　6．0）200　cc及び2．5w／v％酢酸亜鉛液0．75　ccを加え，室温に24時間，更に

2～4。の冷室に24時間放置した後，沈澱を遠心分離してとり，氷酢酸5．25ccを含む水300　cCに溶かし，前記の

酢酸亜鉛液3cc，10％アンモニア水6ccを含む水300　ccを加え，更にpHを6L．0に調節する．これを室温に24時

間，更に2－4。の冷室に24時聞放置した後沈澱を集ある．（沈澱の収量665mg）・これがインシ出リンの結晶で，

写真のようにほとんどが明瞭な立方体を示す．6回の実験による収量を次に記す．回数を経過するにつれて操作

が熟練したためか，最後の2回は力価の収率は97％に達した（Table　1）」

＊第13報は本誌72，11～19（昭和29），第15報は本誌，74，177（昭和31）

＊＊昭和29年4月日本薬学会で講演〔薬学研究26，565－566（昭和29）抄録〕
　Paper　was　read　by　the　author　at　the　meeting　of　the　Pha㎜ceutical　Society　of　Japan，　Apri1，1954

＊＊＊所員外’清永製薬株式会社
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、＊＊＊＊所員外　大洋漁業株式会社横須賀工場
＊＊＊＊＊鯨肺臓中のインシュリンは牛膵臓からの揚合と同様に結晶し易い．． ﾄ田，伊丹によれば，特にマツコウ
鯨1％ツ5β6’θプ。α∫040π，Lin艶膝臓からのものは結晶し易いという（私信），叉両氏はその後（昭和31年2月）

シロナガス鯨及びナガス鯨，β伽切ρ好α助ツs伽s，Li㎜のの肺臓を原料としてインシュリン結晶の量産化

を行っている5
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Tableユ．Yieid　of　Crystalline　Insulin

　No。　of

experirnents

1

2

3

4

5

6

　Weight　of

㎝de　inslin（mg）

　65

　50

478．5

350

1000

1000

Total　units　of
crude　insulin
　　（罵mit6）

1040

800

7656

56QO

16000

16000

Yield　of　crysta1

in　weight
　（mg）

22

25．5

　2．5

142

700．5

665

insulin

．in．一 浮獅奄煤u

　　（霊）

46

70

75

56

97

、97

　この結晶について，米国薬局方11）の方法で1亜鉛含量を測定し，0．67％の値を得た．融点は216。で一部褐変，

224。で全部褐変し，体積が著しく膨張し，231。で熔融分解し，黒色となる（融点は未補正）．

　窒素含量は岩崎憲氏のアゾトメトリー法12）により測定した結果100単位につき0・67mg，的弓的力価は日本薬

局方インシュリン注射液の定量法に記述する方法13）で測定した結果1mg中に22．1単位を含む．

　終りに昭和24年度丈部省科学試験研究費の補助を得，その際御援助を得た東大菅沢重彦教授に感謝する・

　　　　　　　　　　　　　　　　　鯨膵臓からのインシュリン結晶

騒

難…

義．…

　　　　　　　　　　　　　Insulin　Crystals　from　Wha16　Pancreas

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　，　　献
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summ．ary

　　In　this　report，　the　authors．isolated　the　zinc　insulin　crystals　from　the　pancreas　of　whales　（β61αθπo一．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ
＃θノαδ076媚s，Lesson　and　βαZαθπo声θ7αρ勿50Z¢‘s，　Linn6）　caught　in　the　South　Pole　Sea，　with　good

yield．　The　method　was　the　following．　’　　　　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　”

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
　　　．The　crude　insulin　powder　having　16　units　per　milligram，　was　obtailled　by　Shibata’s　method．10）This

powder　was　dissolved　in　180　cc　of　water　containing　2　cc　of　glacial　acetic　acid，　then　added　with　120㏄

of　acetone　and　120　cc　of　water　containing　2　cc　of　ammonia　water　to　make　pH　6．　O　of　the　solution

exactly．　The　precipitate　caused　was　filtered　off，　and　the　filtrate　was　added　with　200　cc　of　ammonia

bu任er　sglution　to　make　pH　6．　O　of　the　solution，　to　which　O．75　cc　of　zinc　acetate　solution（2．5w／v％）

was　added．　After　standing　for　24　hours　at　the　room　temperature，　the　solution　was　kept　in　the　cold

Place．（2－40）for　24　hours　more．　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

　The　precipitate　caused　was　taken　by　the　centrifuge　and　dissolved　in　200　cc　of．water　containing　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　レ

5．25　cc　of　glac魚1　acetic　acid．　To　the　solution　300　cc　of　water　containillg　3　cc　of　above　zinc　acetate

solution　and　6　cc　of　10％ammollia　water　was　added，　tllen　the　sglution　was　adjusted　pH　to　6．0。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

After　standing　24　hours孟n　the　rQQm　temperature　and　a糞other　24　hQurs　in　the　co！d　p1ace（2～4。），the，

precipitate　was　taken　by　centrifuge；　yield　was　O．665　grams，　which　was　the　zinc　insUlin　crystals．　As

it　is　shown　ill　the　photograph（see　p．172）almost　all　the　precipitate　wag　crystalline／and　had　distinct

crystal　fo㎜s．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し
The　yi・1d・f　the　cry・ta1・i誓th・・i…p・・im・nt・．・h。wn　i・the　T・bl・1（see　p・172）・

　　These　crystals　have　the　melting　points　of　216。（partly　color　brown），and　2240（swell　and　turn　into

entirely　brown），and　finally　decompose．at　231。，　turning　into　brownish　black．「rhe　zinc　content　in　the

crystals　is　O．67％11），t血e　nitrogen（N），0．67　mi11ig㎜per　100　units12），1mill三gram　of　the　crystals　has

22●1　　mits．

　　　「
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　．　　　　　　Recei》ed　February　29，1956

ノ
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インシュリンの薬化学的研究（第15報）＊

炉紙クロマトグラフィを用いるアイソフェンィシシュリγ中のインシュリンの定量法＊＊

長　沢　佳　熊， 西　崎　笹　夫

　　　　　　　Pharmaceutica】and　Chemical　Studies　of　Insulin．　XV．

Dgtermination　of　Insulin　in　Isophalle　Insulin　Injection　by　Paper　C皐ro！patography．

　　　　　　　　　　Kakuma　NAGAsAwA　and　Sasao　NlsHlzAKI

、まえがき’アイソフェン（NPH）インシュリン注射液の力価の検定は従来家兎の血糖量降下法】）又はマウスの

ケイレン法2）により行われている．Robinson等3）はプロタミン亜鉛インシュリンについて1戸紙クロマトグラフィ

によ．り得たインシュリンのバンドを溶出後光電比色計により定量し，同時に保留分析法によりプロタミン量をも

定量した．朝岡，東4）はRobinson法を粗インシュリンに応用し，ある純度の範囲ではインシュリン純度検定が

可能であることを報告し，柴田等5）は鯨脾臓からインシュリンの工場生産に当り，朝岡，東の方法により粗製品

のインシュリン含量の測定に適用し好結果を収めている，

　著者等はインシュリン溶液をRobinson法によるク戸マトグラフィで展開したとき得たネポヅトの面積を我々

の研究室の越村，岡崎6）の方法で測定し，インシュリン単7．7－26．0γの範囲では用量g対数値と面璋とが直線関．

係にあることを証明し，その範囲の量において，標準液と検液とを同一瀕紙上にラテン方格の順列で展開し，2－－．

2上司定法，3こは3－3量検定法を行った結果マウスケィレン法と比較してその力価はよく似た値を得，その検定

の信頼限界もより小さいことを認めたのでこ’こに報告する．

実験の部

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！
　1・標準液及び検液の調製法　インシュリン国際標準品（24．5u／mg）を精密に秤り，N！征00一塩酸で200　u／cc

とした液を標準液（S）とし，アイソフェソイソシュリソ注射液の場合上澄液化にはほとんどインシュリンを含ま

ないから＊＊＊約20分間3000rしP・m・で遠心分離し，上澄液をなるべく完全に分離した後沈澱をNμ00一塩酸で200

u／ccと予想される膿度に稀釈した液を検液（T）とした．

　2・この実験に使用した毛細管．ガラス管を一様の太さに延ばし，各部分の断面稜に有意差のないものを使用し

た．

　著者等の用いた毛細管は吸い上げた液の長さと，その重量との関係からそれぞれの換算値をTable　1に示す・

Table　1．　Calculated　Value　of　Cabillary　Used

1，ength　of　1iquia

in　the　capi口ayy

　　　　　　　　（cm）
．Volume（cc　x　10一4）

Unit　calculated
from　200　u／cc（u）

Weight　calculated
from　24．5u／mg（γ）

1．50

8

0．16

7．7

2．00

11

0．22

10．3

2．25

12

0．24

11．6

3．00

16

0．32

15。4

3．38

18．

0．36

17．3

4．00

22

0．44

20．6

5．06

27

0．54

26．0

．ノ

　＊　第14報は本誌74号173頁，第16報は本誌73号1～6頁，

　＊＊昭和30．年5月14日　日本薬学会東京例会で講演

　＊＊＊国際薬局方では上澄液中のインシュリンは4％以下と規定し，当所の検定では従来すべて1％以下であっ

たので誤差の範囲とした．また標準液と一回とは同一の溶媒に溶かして申出につけることが望ましい．
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．3．摩開操作法　角形間紙（Whalm鱒N（≧1又は東洋同紙N（L　51）の一辺から6『mのところに引いた直線上

に2㎝聞隔で（S）と（T）とをラテシ方格の順序に，2－2検定の時は16個処（4x4），3－3検定のとき・は

24個処（4×6）ぺ前記と同一の毛細管を用いてつけて原点とする．

　これをn一ブタノール；酢酸：水（3：1；4）の展開溶媒で上昇法により約15時間室温（約20。）で展開した・

　展開した瀕紙を風乾後0．02％のプロ云ク1／ゾールグリン（B．C．　G．）水溶液中に浸し，次に2％酢酸水溶液

中に移し，スポット以外の部分が完全に脱色するまで酢酸溶液を数回換えて洗う．．再び風乾後アンモニや蒸気に

曝すとスポヅトの部分のみ青色を呈し，r面積を測定する場合その限界が明瞭になる．　Rfは約0・3であった．

　呈色したズポラトぱおよそ濃淡二段の色調を有するが面積法により力価を検定する亭こは内側め濃部の面積を測

らねばならない．又東洋演紙No．511（Whatman　No．1に比し厚手である）は．スポットの面積がやや小さい．

　呈色したスポヅトを順次直接鉛筆で囲むか又はトレイシングペーパーに写しとって，各スポットの周囲線上の

3点を基準として．3画ずつプラ』メータで面積を測定し，その算術平均を1個のスポヅトの面積とした．ただし

面積め数値はプラニメ．「タめ目盛で示したから表中Area　of　Spotsの1．0は0．4cm2に相当する．

　4・．．測定面積の統計学的晶晶7）　著者等は1戸紙の不均一性，及び展開した時溶媒の先端がやや傾斜する場合など

が面積ID測定値に及ぼす影響を考慮してラテン方格の順列を以てスポヅトし，例へぽ2－2検定の場合，一端から

Shi，． rli，　Thi，　Tlilを1つのi番目の群として統計学的に処理．した．（i＝1，2，3，4，の整数のいずれかに属す）

　a）直線性の検討著者等は予備実験として約1－5cm（毛細管中の液層の長さの用量範囲では，ほぼ直線的

関係にあることを推定してL5，2．25，3．38，5．06　cm（用量比1．5：1）の用量について直線性の検討をした

（Tabi62んTable　4，　Fig・1参照）．　　1　　　　　．　　　　　　．　　　　　．‘．　　　、

　　　　　　　　　　　　　　　Table　2．　Ar甲of　Spots　of　Linear　Test

dose（㎝）

Area

　of
．Spots

1．50

0．67

0．84

0．68

，0．77

2．25

1．23

1．10

1．47

1．47

3．38

2．19

2．12

2，11

1．79

5．06　　Tota1

3．14

2．43

2，87

3．33

7．23

6．49

7．13

7．36
●

T・ぬ1 P・96ド刎・・・…771・…
　　　　　　　　　　　M伽｝・・4i・・3・7・1・・525［・94251／

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’一これから分散分析表を作成する（Table　3）．

　〆．．　　　　　　　Table　3．Analysis　bf　Variance　from　the　Data　of　Table　2

Adjustment　for　Means……………49．7378

Nat口re　of　Variatio11

Regressioll

Dev三at三Qn

from　Regression

Between　doses

Between　groups

Error

d．f

1

2

3

3

9

S㎝of　squares

10．7825

0．0976

10。8801

0．1121

0．5615

Mean　square

0．0488

．0．0624

Tota1 エ5 11・55371
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T・・1・3筋・r器一・・＄く・1毒：言塁！瑚

故に少くとも1．5－5．06㎝の用量範囲で得た面積笹は直線的関係を疑うわけセこはいかない．したがってこれ

から回帰直線方程式を求めた（Table　4）．

話

9
蓼

書

茎

璽

↑

3．0

2．6

2．2

1．8

1．4

1．0

0．6

，

●

●

Table　4．　CaIculation’of　Regression　Hne

●

・1・1・

斗il畿
十1

十3

2．0525

0

2．9425

4』

4

乳。52『16

砥い・
一・2｝

一4

十4

十12

0

2．96

5．27

8．21

11．77

28．21

雲＝0

テ　＝＝　1．763125
鴨‘

nx2 〟E・
36．

4

1一脚
一5．27

4　1
　　「
36

＋8ｼ
ト・…

・・．レ艶37

　　一3　　＿1　　＋1

　　　一一嚇log　do鰐o

Fig．　1．　Linear　Test

0．．

80

0

29．37

＋3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　↑　’　、　↑．　　　、
　　　　　　　　　　　　　　　　SSxx　　　SSxy

・〒SS野β・既倒響r・3晦，

The　Regression　equation：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼
　　　　　　　　　　Y＝0。367125X十1．763125

　従って著者等は2－2検定の場合には低用量（1）2．cm，高用量（h）4ごm’を演紙につけ’（用量比2；．1）・3－3

検定の場合には低用量（1）1．5cm，中用量（m）2．25c㎡，高用量（h）3．38㎝（用量比1．5：1）を瀕紙につけた．

　b）2－2検定の計算例　Table　9，　No15・㊧検体を例にと’り力価，播州その信頼限界の算：出を示す　（Fig・2

Table　5　Table　6参照）．

　l　　　　　　　　　　　　　Table　5．　Area　of　Spots　of　2　and、2Amo只nt，Test．

Dose

Area

　of．

Spots

Tota1

Meap

S1 S置

1．00　　1．79

1．02．　　i．72

1．10　　　1．56

ユ．02　　　＝L49

4，14　　　6．56

1．035　　　1．64

T1 Th

0．88　　1．62

0．89　　　1．37

0．94　　1．80

0．81　　　　1．53

IT・捻1

5．29

5．00

5．40

4．85

・52a321・嘱
q88　i・5今1／

これから分散分析表を作成する（Table　6），

　　　　　　　　　　　Table　6．　Analysis　of　Variance　from　the　Data「of　Table　5

Adjustment　for　Mean＿．…・＿…26．3682’

Nature　of　variation

Preparations

Regression

『　P繊Ileli㎜

Between　doses

Between　groups
Error

Tota1

d．f．

1

1

1

3

3

9

15

Sum　of　Squares レゆ，・・町・

0．（》墨63

1．7030

0．0090

1。75＄

0，04S5

0．1204

0．0090

1 0．0134

1．9272
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器

亀

ω
智

器

公
る
lI

9
台

言

σ

2．0

1．8

1．6

1．4

1．2

1．0

0．8

0．6

川口Xr言S
・・。●・・一3T

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

　　　　　　（1）　　　（h）

　　　　一→IQg　dose

Fig．．2．12and　2　Amount　Test．

撒6からF－1…躍一・67く・6、8：喜巷1鶏

　両者に平行性の有意な差は認められない．従って力価及

びその信頼限界を算出する．

　Yg　＝1．33375　　　YT　二1．23

　SSxx　＝16　　　　　　　SSxy　＝　5．22

　b＝謡／16二α32625

　標準品及び検体の回帰方程式は

　YS、＝α32625X十1．3375

　YT　＝0．32625　X十1。23

M一一 ｹ騒鈴一二・3295　’一
　M！＝一〇。3295xO．1505＝一〇．｛辺96＝1．95（》4

　Antilog　M！＝0．8921

・・護謬鑑・・脚

鵯響士油画欝ノ・96・去＋（一響5ア

＝　　一〇．34323±0．41507

＝　　一〇．7583～十〇．07184

両者を0．1505倍する

一〇。1141－0．0耳08

Antilo9をとると　0．7690川1．025

徒って力価に対する信頼限界（％）は

86．20～114．90％．

　c）3－3検定の計算例Table9，　No，5の検体を例にとり力価，及びその信頼限界の算出を示す（Fig・3・Table7・

Table　8参照）・

　　　　　　　　　　　　船ab！e　7．　Area　of　Spots　of　3　and　3．Amount　Test．

Dose

Area

of

Spots

Total

Mean

S1 Sm Sh

0．71　　　　1．17　　　　1．74

0．87　　　1．32　　　1．60

0．80　　1．06　　1．89

0．67　　1．23　．1．82

T1 T甲　　Th

　0．61　　　1．33　　　1．63

　0、66　　　1．06　　　1．70

・0．67　　　0．91　　　1．56

　0．60　　　1．12　　　1．50

To紬1

7．19

7．21

6：89、

6．曳

a。、478乳。、1脳442α392aお

0．7625　　1．195　　　1．7625 備・獅・
これから分散分析表を作成する（Table　8）・
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Table　8．　Amlysis　of　Variance　from　the　Data　of　Table　7

Adjustment　for並ean．．．・…・＿…．33．2055　　’

Nature　of　Variation

Preparations

Regression

Parallelism

Curvature

Devねtion　from　Curva加re

Between　doses

Between　groups’

E】躍or

Tota1
9

d．f．

1

1

1

1

1

5

3

15

23

Sum　of　squares

0．0975

3．8514

0．0014

0．0083

0．0042

3．9629

0。0138

0．2097

4．186生

Mean　square

0．0014

0．0083

0．0042

0、014

2．0

b1・8
憲

亀1・6．

こ。

管1．4

畳

る1．2
豊

舎コゆ

5
　　0，・8

0．6

一×一；S
一・・●一一言丁

　’
’

’

●

’

’

’

’

’

　’
　’
　’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

ρ
’

’

8

　　　　　　（1）・（加）’（h）

　　　　　　　　→10gdo6e

Fig．3．3and　3　Amount　Test．

・・b1・8からF一…＜・1纒．1鶏

　　　　　　　　F＝0．59く　　〃

　　　　　　　　F＝0．30＜　　 〃

　両者の平行性，．轡曲，薄曲の差に有意の差は認められない．従

って力価，及びその信頼限界を算田する．

　YS＝1．240　　　YT＝1．1125　　　　　』　　　　・『

　SSxx　ニ＝　16　　　　　SSxy　＝　7．85

　b　＝　7．85／16＝　0．490625

　標準品及び検体の回帰方程式は

　Ys＝α490625X十1．24

　YT＝0．490625X十1．1125

　　　　　1．240－1．1125

M＝一一閧Xσ砺一＝一q．2599

　M！＝一〇．2599×0．1761嵩一〇．045831．9542

　Antilog　Mノ＝0．8999

　　　0．014×2．132
　9＝0藤912×16＝0。016

需欝士卒繋器・・泓・告＋二十二

　＝一〇．2641±0．2151

　＝一〇．0490～一〇．4792

　両者を0．1761倍すると

　一〇．0086解一〇．08441

　A豊tilo9をとると　　0．8233｛’0．9804

従って力価に対する信頼限界（％）は

　91．49・一108，95％

実　験　結　果

以上の如くして得られた実験結果をマウス・ケィレン法と比較対照して表示する（Table．9），
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Table　9．　Comparison　of　Paper　Chromatography　and
　　　　　Mouse¢onvulsioll　Method

Sample

No．

1

1！

2

3

4

5

5／

6

7

8

9

10

肱励焔ﾀ塑櫓縄醜跳M　㎞㎏㎞
　　　　　　　　　　　　　　　　・・・・…r産亜Ef誘了嘉「・・…r＄ sf産・墾｝

0。9993

0．8740
　　　　　

鰯78i
1．028

0．9904

0．8999

0．8921

1，032

0．9217

1．024

0．9200

0．9175

87配115
88細112
97－102
91’）110

90－111

91＿ユ09
86’》’ ?P5

83＿120
91－110
92．一109

94＿107
94解107

族2｝1α9450
2－2　　1　　　0．8494＊

ひ・ll
　　　　1．000＊＊l

l二皇1講

li　i胃lll・

か2｝1
　　　　　0。8758

酬・89・6

70〃139

56＿．212

76－141

噛68川144

59酎143
71〃136
77〃139
71－141
71川133

　53川152

※・Showed　the　value　observed　for　90　min．　with　25－30　mouse．

※※Showed　the　value　observed　for　60　min・

＊　　Sample　diluted　85％of　No．1．・・…・Calcuねted　Vahle二　（Σ9993×0．85二〇．8494

＊＊　Comparison　of　the　same　Standards……Calculated　Value＝1．㎜

　考察とむすび

　検体No．1！は検体No．1を85％に稀釈した検液で，実験値の誤差は実際値に対し約2．5％であった．

　検体No．4は同一の標準液を用いて3－3検定した結果で，実験値の誤差は実際値に対し約1％であった．

　検体No．5及び検体No．5’は同一検体を2－2検定，3－3検定した結果であるが，その力価の誤差は1％

以内であり，その信頼限界は3－3検定の方が2－2検定に比して小さい値を示した．

　又信頼限界はマウスケイレン法に比してはるかに小さく，力価の差の著しいものでもマウスケイレン法の英局

規定の信頼限界80－125彫の範囲にすべて入った．

　本法の利点として，「1）操作が簡単でしかも経済的である．．2）精度がよく検液中のインシュリンの含量を定量

するときかなりの正確性がある．

　しかし消紙，溶媒，温度等の諸条件により各回の実験によるRf値及び面積の測定値は常に一定ではないから

必ず標準液と対照する必要がある．

　又標準品の1Rf値と同じ部位のスポットを検体中のインシュリンのスポッ、トと断定したが，検体申のインシュ

リンスポットと同一のRf値を示す來雑蛋白の混入については今後検討の余地があると思われる，
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　　　　　195G，　p．75，　p．86．　　　　　　’．　　　　　　　．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　When　Isophane　Insulin　Ihlection　was　c項romatographied　on　filler　paper，　a　linear　relationship　was

found　between　the　areas　of　spots　and　logalithms　of“oses　within　a　certain　raロge　（7．7＿26．0γ）of　insulin．

In　th・t㎜9・，　f・・t・・s　and　fid・・i・11imit・・f　e可…wα・・ス1・u1・t・d　by　a　st・ti・ti血1　m・th・d．

　　This　method　gave　values　close　to　those　obtained　with　the　mouse　convulsion　method　for　insulin

and　less　fiducial　Iimits　of　errors，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Recei7ed　February　29．1956

1

9
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イ／シュリγの薬化学的研究（第18報）＊

鱒イソシュリ』ソ嚇製図礁類・飾．ソシュリンの物理騨的噸につ・・て（その1）

　　　　　　　　　　　　　　　　長沢佳・熊ジ西．崎笹夫1

　　　　　　　　　　Pharmaceutical　and　Chemical　Stuqies　of　Insulin．　XVmξ．

　　　　On　the　Purification　of　Fish　Insulin，．and　Physico－chemical　Properities

　　　　　　　　　　　　of　Fish．and　Whale　Insulins．（Part　1．）

　　　　　　　　　　　　　Kakuma　NAGAsAwA　and　Sasao　NlsHlzAKI

　まえがき　Ab61．（1926）Dは牛膵臓から，　Jensen，　Wintersteiner（1929）2）はタラStannius小体から，長沢

響）は第14報においてクジラ膵㈱・らインシュリン綿を得た．我国でば長沢等宴）の研究によ靭グ・・ヵツォ

なと回遊魚のSt…mnius小体3ζは鯨膵臓からのインシュリンが臨床用目的のため製造さ．れている．この魚類インシ

ュリンの結晶化は現在収得量が悪く，均質で典形的な結鼻として大量に製することはむず回し賦　著者等はその

インシュ、リソの精製，結晶化の改良と魚類及び鯨からのインシュリンの性質を検討し先ず泳のような知見を得た．

　著者等5）は回報においてRobinso116）法を応用しインシュリンを定量したが，牛インシュリンは最もRf値が大

きく，鯨インシュリンはやや小さく，魚類インシュリンでは他と明かに区別できるほど小さい（実験1）．

　次に魚類インシュリンの60％アセトン溶液をアルカリ性とし，pHを少しずつ酸性に移行させるとき生じた沈

澱を区分して集め，マウズケイL！ン法7）でその単位を検定した結果，pH＝6。5～7．　o附近の区分にインシュリンが

集まる（実験2）．

　また牛結晶インシュリン，鯨結晶インシュリン，カツオインシュ、リン及びマグロインシュリンを塩酸で加水分

解し，炉紙クロワトグラフィ．により構成ア．ミノ酸の種類及び各アミノ酸のスポットあ大きさと濃さを比較した結

果，鯨結晶インシュ．リン中にはメチオニンと推定される附近に1つのスポットが存し，又カツオインシュリン中

にはチ．Fジンが比較的少ない（実験3）．．．

　　　　　　　　　　　　　　　’　「琴〔．験ρ部

　実験1．牛結晶インシュリン，鯨結晶インシュリン及び魚類インシュリンの濾紙クロマトグラフィによるRf値．

の比較．

　a）試料：牛結晶インシュ．リン（23・6．u／mg）・鯨結晶でfソシュリソ（22　u／mg）及び魚類インシュリン（20・8

　u／mg・・Table　2．　pH．7・2－6・9区分）をN！4Q傷塩酸に溶かし約200　u／ccとした．

　．b）．展開操作・．㌧

・Wha‡ma耳No・．1濾紙の一端から6cmの1ところに引いた直線上に順次上記試料を3個ずつつけ・π一ブタノー

ル；酢酸；水（3：1；4）で上昇法により室温で約‡5時間展開後，プロムクレゾールグリン水溶確で呈色させ

た．それらのRf値をT琴ble　1・に示す．

　　　　　　　　　　　　　Table　1．　Comparisqn　of　Rf　Values　of　Insulins．

Rf　values

Insulin　Crystals　from　Ox

0．30

0．28

0．24

InsuIin　Crystals　from　Whale Insulin　from　Fish

0．23

0．24

0．22

．0．15

；0．15

10．16

Mean 0．273 1 1o．230 ，0，15年

＊　第17報は本誌73，7創9（昭和30）・
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　実験2。魚類インシュリンのpHによる分劃沈澱

　a）魚類インシュリン（12．5；u／mg）1．359に60％アセトンを加え塩酸酸性（pH＝2・05）にして完全に澄明と

した．これにN一水酸化ナトリウム液を注意しながら徐々に加え絶えずかきまぜる．pH＝4附近より白沈を生じ，

pH＝6－7で最大の濁度を示しpHニ11．0で完全に澄明となった．

　直ちにN一塩酸をかきまぜながら少量ずつ加えてpH　8．1，7・2，6・9，6・3で沈澱する区分を遠心分離して各区分

の力価をマウースケイレン法により検定した（Table　2．及びFig．1）．　pH　6・3で遠心分離後pH　5・5としたが沈澱

を生じなかったので多量のアセトンを加えて沈澱させた．

　　　　　　　　　　Table　2．　Fractionation　of　InsuIin　through　pH－pr㏄五pitatioP

　　　　　　　Total　Units　of　Starting　Fish　Insulin：12．4u／（mg）x1350（mg）二16750　u

pH

11．0

8．1

7．2

6。9

　　6．3

Recovery　from
mother　liquor

Total

Unrecovery

△pH＊

2．9

0．9

0．3

0．6

mg

732

60

150

160

173

1274

76

　　u／mg
and　f．1．e．（％）＊＊

　　3．7
（78－128）

　17．4
（71－141）

　20，8
（73～207）

　20．0
（74～18生）

Total　Ullits

2710

1450

3120

3200、．

、．

10480

6270

Units（％）

16

9

19

19

63

37

　　　　　管＊＊Concentration
　　（units）

935

1611

10400

5367

＊

＊＊

：OCCO

9000

8αx｝

7000．

．6αめ

恩ooq

49Dgo

　3α㊨
巽

書

§2αP

↑

単
位．

1000

Differellce　between　two　adjascent　pH’s．

“Fiducial　Iimit　of　eπor，，，　The皿ethod　used　for　estimating　insulin　in　the　salnples　was

　　　　　　Fig．1　　　　　　　　’　　　　　　described　in　our　previous　report．7）　　In　these

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　experiments，　smaller　number　of　mice，　for　examp！e，

　about　twen重y，　was　used，　so　that　the五1．　e・in

　this　column　was　fo㎜d　rather　large．

＊＊＊　Total　Units／△pH

5 6

b）魚類イ．ンシュリソ（7。8u／mg）200　mgに60％ア

セトン30ccを加え，　a）と同様の操作をした。

　この試料はpH＝10．8の溶液申で澄明となりかき．ま

なぜがら塩酸を少量：ずつ加えてpH＝8．8，6．9，6．4，5．5

に調節し，それぞれの区分で沈澱する物質を遠心分離し

て取った．

　更にpH　8．8の沈澱をそのままアルカリ性（pH＝10・8）

として完全に澄明としたのち少量の塩酸を加えてpH

7．1とし遠心分離したとき沈澱は351ng，更に上澄液を

pH　5．5として沈澱物23　mgを回収した．

　各区分の検定結果をTable　3．及びFig．2に示す．

寧

「 ら 9 験、　　　1亀．
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　　Table　3。　Fractionatioll　of　Insulin　througll　pH－Precipitation

Total　Units　of　Starting　Fish　Insulin；7．8u／（mg）x200（mg）＝1560　u

pH

＆8 p
ag p
。4 p
5．5

袈｝｛簿

Tota1

U皿’e◎overy

＊＊

　5．5．

＊＊＊

△pH＊

1．9

0．5

0．9

・・
o1：1

mg

34

26

21

35

23

139

61

u／mg　and
f。1．e＊（％）

　14．1
（95～114）

　15．2
（81～127）

　17．0
　（＊＊＊）

　1
ご＊＊＊）

ノ

Total　Units

480

395

357

35

U皿its（％）

25

2

81

　　　　　　　ホ
Concentration
　　（units）

252

790

400

18

See　Table　1．

The　pH　10．8～8．8fraction　was　refractionated　into　two　fractiQns，

The丘ducial　limit　Qf　e躍or　cQuld　nQt　be　calculated　because　gf　g＞1．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．2

↑

単
位

量

餐

葺

．甑ゆ

智oo

脚

50D

400　』

300

200

1α｝

　　・9　！　一

pH　10．8解7．1　a豆d　pH　7．1ん

で

　　　　　　　　　　　　　　　　　　6　　　　6　　　　7　　　　6　　　　9　　　　10　　　　11

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　PII

　実験3．牛結晶インシュリン，鯨結晶インシュリン，カツオインシュリン，マグロインシュリンの塩酸加水分

解物の濾紙ク戸マトグラフィ3）

a）試料の調製

　各種インシュリンを6N一塩酸に溶かし，アンプルに移して窒素ガスを封入し閉三三恒温箱中で加熱した．各の

加永分解の条件をTable　4に示す．」
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Table　4．　Hydrolys1s　Condition

units／mg
Weight　of
rample（mg）

Volume　of
UN－HC1（cc）

　　　し
semp・（。C）

Insulin　Crys捻1s　from　Ox

Insulin　Crystals　fr面．Whale

InsuliR　from　Bonito　Fish

Insulin　from　T㎜y　Fish

23．6

22

15．3

16

18

6

35

30

0．9

0．3

1．0

1．0

110

110

120

120

　Time　of
Hydroiysis（hr）

8

8

15

18

　b）展開操作
　各の加水分解物を永i容上で蒸発乾固し，数回水を加えては蒸発乾固をくり返し塩酸を除く．

　東洋濾紙No．51の角形濾紙に試料をつけ上昇法により最初80％フェノールで展開し・風乾後次にn一ブタノー

～レ；水＝酢酸（4；5：1）で展開した．

　展開濾紙を風乾後0・2％ニンヒドリンーブタノール溶液を噴霧し・100。ゆ加熱レて呈色させた・

　別に19種類のアミノ酸を混合して展開し，各インシュリンの加水分解物を少くとも3回展開して得られたスポ

ットの種類をアミノ酸単体のスポットを比較考察して各インシュリン中の構造アミノ酸の樋類を推定した．・．．・・

　各インシュリン中の構成アミノ酸の毬類及びその強さ（大きさ及び呈色濃度）を観察した結果をTable　5に示

す・　　　　．　　　．．：　　．　　　　　　　　　　．．　　　　　．　　』

　　　　　　　　　　　Table　5．　Amino　Acid　Composition　of　Various　Insulins

Amino　acid

、

Ala

Gly

Val

Leu
lleu

Pro

Phe

Tyr
Try
Ser

Thr
Cys

Met
Arg

His

Lys

Asp
Glu

Color　of　Spot

RP
RP
RP
RP
RP
Y
P
Br

RP
RP
RP
RP
RP
RP
BG
RP
RP
RP

Insulin　Crシstals

　from　Ox

十

冊
帯　　’

十

十

十

十

’十

十“”

十

十
L十

1nsulhl　Crystals

　from　Whale

十

十

十

十

十

十

±

十

十

十

十

什

　Insulin
from　Bonito

十

二．

一

士

十

十

十

十

十

十

十

　Insulin
from　Tuna

　　十
　　十’

　　帯

　　帯

　　冊

　　　十　　　　．

　　十

　　　十

　　　十

　　　十

　　　十

　　十

RP：　redish　p㎎）le， Y：’ 凾?P10寅， Brゴ　brown， BG；　bluish　gray

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　　　　察　　　　　　　．　　　　．．　　　、

　1．牛，鯨及び魚類インシュリンについて第15報の方法により濾紙クロマトグラフィを行いそれらのRf値を比

較するとき，牛インシュリンは最も高いRf値を示し，鯨インシュリンはそれよりやや低いRf値を示すが魚類イン

シュリンは明らかに両者よ．り低いRf値を示した．

　2．　インシュリンを60％アセトンのアルカリ性溶液とした後pHを酸性に移行、して種々のpHで沈澱する区分．
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r

をとったときTable　2，　Fig．1の結果によるとpH　7．2・一6．9区分に効力部分が最も多く集り，又1mg当りの単

位数はpH　11．0－8．1区分は極めて低く，pH　8．1～7．2区分はかなり高く，pH　7．2～6．3区分は最も高いがpH　7．2

～6，9区分とpH　6．9・一6．3区分は同一程度の単位数と見なしてよい．皆野回収の力価（37彩）はほとんど回収物

Recove「y　f「om　mother　liquor及びそのときのアセトン上澄液中に存すると思われる，又Table　3，　Fig．2の結

果によるとpH　6．9～6．4区分に効力部分が最も多く集り，又1mg当りの単位数はpH　8．8～6．4区分にかなり高
　　　　ら
くpH　6．4～5．5区分で最高を示した．又pH　10．8－8．8区分を再区分して1mg謡1uで極めて単位が低いこと

は，この沈澱操作をくり返えすことによりかなりアルカリ性爽雑蛋白を除去できると思われる．

　3）牛，鯨インシュリンの結晶とカツオ，マグロ無晶インシュリンについてそれらの加水分解物について源紙

ク戸マトグラフィを行って比較実験をして，その中に含まれるアミノ酸の種類を想定した結果，鯨インシュリン

結晶中にメ，チオニンと思われる附近にスポットを発見し，＊　カツオインシュリン中にはチロジンのスポットが比

較的にうすく出た．　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　’
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド　1．　Developing　ox　insulin，　whale　insulin　and　fish　insulin　by　n■butano1－acetic　acid－water　through

the　paper　chromatography，　the　Rf　value　of　ox　insulin　was　a　little　1arger　t㎞r 狽?≠煤@Qf　whale　insulin，

while　that　of五sh’insulin，　distinctly　the　smallest．

2．Fro叫he　acet。ne－water　solution　of　the㎝de五sh　insulln，　seve職l　hactions　were　obぬined　through

precipitating　in　various　pH　and　biologically　assayed　by　the　mouse　convulsion　metllod．　As　a　result，

pH　6．5〔プ7．2precipitating　ffaction　had　the　most　activity，　showing　i既Fig．1and　Fig．2．

　3．　The　amino　acid　composition　of　i夏sulin　from　whale，＊bonito　fish　and　tulmy五sh　was　preliminarily

reported；the　result　was　shown　in　Table　5，　from　which，　methionine　might　be　present　in　whale

insulin　crystals　by，　paper　chromatog】旧phy　and　the　existence　of　tyrosine　iR　bonito　fish　insulin　was

doubtfu1．
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