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　　　　　　　　　　　インシュリンの薬化学的研究（第22報）＊

粗まぐろインシュリンの精製過程において単離した結晶蛋白質（Cryst．TC）お

よび粗まぐろインシュリンからの無効結晶（Cryst．TA）の構成アミノ酸につv・て

　　　　　　　　　　　　　長沢佳熊，西崎笹夫

　　　　　　　Pharmaceutical　and　Chemical　Studies　of　Insul　in．　XXII．

On　the　Crystalline　Protein（Cryst．　TC）Isolated　from　the　Crude　Tunny

　　　Fish　Insul　in　and　the　Amino　Acid　Composition　of　Cryst．　TA

Kakuma　NAGAsAwA　and　Sasao　NIsHlzAKI

　まえがき著者らは第20報工）において粗まぐろイ・ンシュリンから六面体結晶（Cryst・TA）および球形結晶

（Cryst．TB）を単離したことを報告した．今回はなおクサピ型結晶を単離した（Fig・1参照）。この結晶（Cryst・TC

と称する）は収得量が少いため，種々の物理化学的の実験をおこなうに充分ではなかったが，生物的には不活性で

（巽験2参照），ペーパクロマトグラフィーのRf値は牛結晶インシュリンに比べ明らかに小さい（実験3参照）・ま

たインシュリン希釈液に対して溶解度が比較的小さく，ブタノール：酢酸：水（3：1：4）を展開溶剤とするペ

ーパクロマトグラフィーでも原点に残る部分が少量あった．

　つぎに第20報に報告した六面体結晶（Cryst・TA）約5m9を第18報2）の方法に準じ塩酸加水分解をおこない，

二次元ペーパクロマトグラフィーで構成アミノ酸の種類を検した結果，約13個のニンヒドリソ呈色スポットを認

めたが，プ官リンの存在は認めなかった（実験4参照）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　の　部

　実験1．　クサピ型結晶蛋白質の単離：まぐろのStannius小体から抽出した粗製インシュリン（約17　u／mg）

320mgを0．01N一塩酸2ccに溶かし，　N一塩酸10　cc，リン酸緩衝液（pH　7・15）125　cc・水125ccを加えて演過し・0・5

％塩化亜鉛溶液2・5cc，アセトン25　ccを加え，これにN一水酸化アンモニウム液を加えてpHを6・2に調節する・

ガラス棒で器壁をこすり，4。の氷室に放置するとき約1週聞を経過して一部分クサビ型結晶が集りイチョウ葉叢

結晶の生成を認めた．この結晶を第20報と全く同じ方法で単離し（Fi9．1参照），1．2m9を得た（収量約0．4％）．

　　　Fig・1・Cぞy・t・1・1・・1・t・d　f・・m　th・C・・d・Tunny　Fi・h　lnsuli・・（C「y・t・TC）（x600）

＊　第21報：本誌，，75，99（1957）
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　実験2．生物試験：Cryst・TCを日局記載のインシュリン溶剤に溶かし1m9／ccとする．この溶液0・4cc，

o・2ccを20時間絶食した家兎の耳静脈に注射し，注射後の血糖量の変化を検した．その結果をFig・2に示す．
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　　　　　　Fig．2．　Assay　of　Blood　SugaL

　　一・一　inlected　200γ／1．7kg（Body　weight）．

　　　　・×……　inj㏄ted　400γ／1．8kg（Bbdy　weight）．

90（min）

These　rabbits　were　fasted　for　20　hours　before　injection　3nd　injected　Cryst．　TC　intravenously．

Fig・2からCryst・TCはインシュリン作用．もグルカゴン作用もほとんど示さない．

実験3・Cryst・TCのべーパク官マトグラフィー、：第18報の方法により同一酒紙を用い，同一条件で牛イ

ンシュリンとCryst・TCを各3個ずつ展開した結果をTable　1に示す。

　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　1．　Comparison　of　Rf　Value

Sample Rf　value Standard　deviation

Ox　Insulin 0．446 士　0，050

Cryst．　TC 0，279 士　0．023

　この結果からCryst・TCは牛結晶インシュリンに比べRf値が明らかに小さい．またこのCryst・TCの溶液は

溶解度が比較的小さいためか少量の不溶物を認め，ペーパクロマトグラフィーで原点に残るスポヅトも認めた．

　実験4．Cryst・TAの塩酸加水分解物のペーパクロマ

トグラフィー：Cryst。　TA約5mgをとり，12　N一塩酸2cc

を加えガ．ラス管に密封し，110Qの恒温箱に入れ6時間保つ・

分解物を時計皿に移し，水浴上で蒸発乾固する．さらに蒸

留水を加え数回蒸発乾固をくり返し塩酸をほとんど完全に

除くとき褐色残留物少量を得，これをペーパクロマトグラ

フィーの展開試料とした．

　東洋涙紙K・K・製No・50の角型（40×40　cm）源紙で上昇法

により最：初80％一フェノール，つぎに酢酸々性ブタノール，

ブタノール：酢酸：水（3：1＝4）で展開し，・・ニンヒドリ

ンで呈色した結果Fig・3に示すスポヅトを得た．

　またスポットの推定にはそれぞれのアミノ酸単体を加永

分解物と同一の条件で展開してそれらのRf値と比較対照

した結果をTable　2に示す．

8．
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慧
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Fig．3．　Paperchromatography　of　Cryst．　TA．
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た結晶蛋白質（Cryst・TC）および粗まぐろインシュリンからの無効結晶（Cryst・TA）の構成アミノ

酸について

Table　2．　Estimation　of　Amino　Acids．

Spot　No． Color

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

P
PB
Pink

Pink

BrR
Pink

G
P
P
PR
PR
P
P

Estimated　aminQ　acid

Leu十Ileu

　Phe　、

　Val

　Ala

　Gly

　Ser

　His

　Arg

　Lys

　Glu

　Unknown
　A6P

　Cys

P：purple　　B：blue　　Br：brown　　G：gray　　R：red

　Spot　1はLeuとIleuのスポットであるが，この展開溶媒ではよく分離できない．

　Spot　2はSpot　1とほとんど隣…接したが，色調が若干異り，対照実験のRf値とよく一致するのでPheと推定した・

　Spot　3はVal，　Spot　4はAlaである．

　Spot　5はそのRf値と呈色によりGlyと推定する．

Spot　6はかなり大きくしかも色調が一様であった．対照実験のRf値と色調からSerと思われる．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
　Spot　7はかなり大ぎいが対照実験のRf値と色調からHisと推定した．

　Spot　8はArg，　Spot　9はLysである．

　Spot　10は小さいが対照実験の結果からGluと推定した。

　　　へ　Spot　11は対照実験の結果それに該当するものがないため不明である．

　Spot　12はAsp，　Spot　13はCysと推定した．

　このほかTyrの存在は試料を多量に用いた場合微に呈色することもあるが，その存在は疑わしい・Tryはこの

加水分解の条件では破壊されるので存否は不明である．ThrとProのスポットは認められなかったので存在しない

と推定する，

む　　す び

　1）粗まぐろインシュリンからCryst・TC（Fig，1参照）を単離した．これはクサビ型結晶で生物的活性をほ

とんど示さず，ペーパク官マトグラフィーのRf値は牛結晶インシュリンより明らかに小さい（実験1・2・3参照）．

　2）第20報に記したCryst．　TAを塩酸加水分解して二次元ペーパクロマトグラフィーをおこない，構成アミノ

酸の種類を推定した結果13個のニンヒドリン呈色スポットを検出した．構成アミノ酸は■eu，11eu，　Phe，　Val・Ala・

Gly，　Ser，　His，　Arg，■ys，　Glu，　Asp，　Cysで不明のスポヅトが1個ある．またThr，　Pro，　Metは存在せずTyr

の存在も疑わしい（実験4参照）．

文 献

1）長沢佳熊・西崎二夫，平岡　孝，深沢真司：本誌・75・95（1957）・

2）長沢佳熊，西崎二夫：本誌・74・179（1956）・

Summary

1）　The　authors　isolated　a　crystalline　protein　named　Cryst．　TC（see　Fig．1）from　crude　tunny　fish
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insulill　powder，　it　has　no　activity　and　has　smaller　Rf　value　than　that　of　ox．insulin’crysta1S，　on　the

paperchromatography。

　　2）　The　amino　acid　composition　of　Crアst．　TA，　an量nactive　crystalline　protein　from　tu皿y　fish　insu－

Ii皿powder，　was　preliminary　reported；the　result　was　shown　in　Table　2，　from　which　Leu．．Ileu．　Phe．

VaL　AIa．　Gly．　Ser．　His．　Arg．　Lys．　Glu．　Asp．　and　Cys，　were　found；Thr．　Pro．　Met．　were　not　be　found

and　the　existence　of　Tyr．　was　doubtfull，　　　　　　　　　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R㏄eived　May　31，1958。
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インシュリン．の薬化学的研究（第．23報）＊

かつおインシュリンの結晶化により得られた球形結晶について

　　　　　　長沢佳熊；．．西崎．丁丁プ．．竹中砧典，

本聞輝武＊＊，平岡　孝＊＊

Pharmaceutical　and　Chelnical　Studies　of　Insu］in．　XXIII．

　　　　　　　　　On　the　Bead　Insl五ins　Obtained　from、ρru4e　BQnito　Insu1　in

　　　　　　　　　Kakuma　NAGAsAwA，　Sasao　N互sHIzAKI，　Yusuke　TAKENAKA，

　　　　　　　　　　　　　　Terutake　HoNMA　and　Takashi　HIRAoKA

まえがき著者らは第20報Dでまぐろの粗インシュリンから少量の六面体結晶（Cryst・TA）および球形結晶（Cryst・

TB）を分離し若干の検討をした．また第22報2）で少量のクサビ形結晶（Cryst・TC）を単離した．

　本聞および平岡はかつおからの粗インシュリン（17u／mg）をクエン酸溶液から結晶化して球形結晶を得た（これ

を・Cryst，　BAと称する）（実験1参照）．またリン酸カリウム溶液か・ら結晶化して球形結晶を得た（これをCryst・BB

と称する）（実験2参照）．Cryst．　BA，　Cryst・BBは顕微鏡下の観察ではともにCryst・TB・にきわめてよく似ている．

西崎，竹中はこれらめ結晶の検討をおこない，生物検定ではCryst・BA・一約16u／mg，　Cryst・BB……約17　u／mg（実

験3参照），含有窒素量（N）はCryst．　BA一・・．1418％Cryst・．BB・．・・一・13・0％（実験4参照），含顎杖全量（Zn）は

Cryst．　BA一・・0。53％，　Cryst．　BB一一〇．94％，（実験5参照），ペーパク戸マトグラフィのRf値はCryst．　BA，

Cry　st・BBはほとんど同じであったが，』対陣ご用いた牛結晶インシュリンのそれより明らかに小さい（実験6参

照）・またPH　2・2の塩酸一塩化カリウム緩衝液に対してCryst・BAの方がCryst・BBよりやや溶け：やすく，その電

気泳動図かちCryst．　BBの方が不純成分を若千含むように観察され，それらの泳動速度は牛結晶インシュリンよ

りも速く．2㌘．タ評勢労い！実際惨照！・．

ま燦郷ρ脚醐を雌：喚蘇ゆ壇＄tlβAC・y・田3！趣｝朔も275～280mμに吸収極大を示した

麗羅轟嶽麟灘驚黙離離輪無論撫欝

　　　　　　　　　　　　　　　　丁阜正）1e．1・．P夏ocedure　of　Cr￥昌tallzation・，．

　lgof　bonito　crude　insuli11（17u／mg）．・．　．　　、．

　　　iDissolved　in　50cc　of　water　contailling　l　g　of　citric　ac1d，80　mg　of　zinc　chloride　and　16cc　of

　　　　acetoneボr

　　　　Added　water　to　make　volume　of　100　cc，．　adjusted　tQ　pH　6．1　with　coRc．　sodium　hydroxide

　　　　solution，　and　warmed　at　below　500．

　　　　AIlowed　to　cool　graduaIIy　atτoαn　temperature．

　　　　．AII　protOin　materials　fo㎜ed　a、わead　type．

　　　　Washed　with　water　and　acetope，　and．dried　in　vacuo．

Crystals………．一…一・…・・………∵…．・・…一・一・・………・named”Cry6t．　BA！／

y脚：”∵”●’∵’’”噛『”0・』3！79　　、．．．

琴騨2．Cryst・PBの結晶化襟作をTable．2に示す．

＊　第22報：本誌，76，213（1958）

＊＊　所員外　清水製薬株式会社
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　2．　Procedure　of　Crystalization．

1gof　bonito　crude　insulin　（17u／mg）

　　　　Dissolved　in　O．05M－potassium　phosphate　oontaining　10％acetone　and　IN・hydr㏄hlor三。　acid．

　　　　Adjusted　to　pH　6．8with　10N・sodium　hydrox量de　solution，　and　filtered．

Clear　solution

Added　10cc　of　O．5％zinc　c1ヨ10ride　solution，　adjusted　to　pH　6．2　with　hydr㏄hloric　acid，　and

warmed　at　below　50。．

Cooled　very　slowly　in　a　refrigerator　for　seve臓l　days．

Separated　crysta1白by　centrifugation．

Washed　with　water　and　acetone，　and　dried　in　vacuo．

　Crystals………・……………一…・・川………・……・・一・・…．一血amed”Cryst．　BB！ノ

　yield……………・…・・0．675　g

　実験3．生物的単位の推定　標準品およびCryst・BA・Cryst・BBにつき家兎3匹ずつを用いて交叉試験をお

こない生理単位を予試験的に検定した3），Cηst．　BAは約16u／mg，　Cryst・BBは約17u／m理であった。

　実験4．含有窒素量（N）の測定　日局記載のセミミクロケルダール法4）により窒素量（N）を定量した．N含量

はCrySt．　BA……14．8％，　Cryst．　BB……13．0％であった．

．実験5．含右亜鉛量（Zn）の測定　国際薬局方記載の亜鉛定量法5）により亜鉛量（Zn）を定量した．　Zn含量は

Cryst．　BA・…・0．53％，　Cryst。　BB一・・0．94％であった．

　実験6・ペーパク戸マトグラフィのRf値　第15報6）の方法により同一瀕紙を用い，同一条件で牛結晶インシュ

リン，Cryst．．BAおよびCryst．　BBを各3個年つ展開した．それらのRf値は，牛結晶インシュリン……o・160

±0．010，Cryst．　BA……0．073±0．021，　Cryst・BB一・・0・080士0・025であった．これらのRf値が著者らの今まで

の報告1）6）7）より小さいのは，溶媒調整後の経過時聞および展開時の濟紙の湿度が異るためである．

　実験7・電気泳動試験第21報8）と全く同じ方法によりpH　2・2の塩酸一塩化カリウム緩衝液で透析をおこなっ

た．Cryst．　BAはCryst．　BBに比しやや溶けやすい．これらの試料を12・5mAで電気泳動をするとぎFig・1（A）・

（B）に示す泳動図を得た．

　　　　　　　　　　　　　（A）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（B）

Fig．1．　Ascehding　and　Descending　Electrophoreisis　Patterns　of　Cryst．　BA　and　Cryst．　BB，（in　O．18　ioni

　　　cstrength　hydrochloric　acid－potassium　chloride　buffer　of　pH　2．2．）

　　　a1）ove：Ascending，　below：Descending．

（A）：Cryst。　BA　150　m量n． （B）．；Cryst．　BB　120　min．

これらの泳動速度を第21轍こ記したプロタミンおよび牛結晶インシュリンの混合液とまぐろ粗インシュリン9）
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　　　　　　　と比較対照してFig・2に示す．

　　　　　　　F孟g．2．Comparison　of　Mobility　in　Ascending　Elec－

　　　　　　　　　trophoreisis．　（0．18　ionic　strength　hydlr㏄hloric
　，ノ｛含）（寒x£）

／　　　　　　　　acid・potassium　chloride　buffer　of　pH　2．2）

　　　　　　　　　　（A）：Cryst．　BA，（B）：Cryst．　BB，（C）：Tu舩

旦0　　20　　30　　40　　50　　60　　70　　80　　90　　且00　110　120　130　i40　150（mi“）

111su互i4，（D1）（D2）＝Mixture　bf　Protamine　and

Ox　Insulin：from　the　data　in　our　previous

report（XXI）．　（D1）：Protamine　（D2）：Ox

Insuiin．
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またpH　3・5の酢酸一酢酸ナトリウム緩衝液で第21報と同じ方法でClyst．　BA，　Cryst．　BB，まぐろ粗インシュ

リン9），第21報と比較対照し，それらの泳動速度をFig・3に示す．

Fig．3。　Comparison　of　Mobility　in　Ascending

　Electrophoreisis．

　（0．44・ionic　strength　acetic　acid－sodium　acetate

　buffer　of　pH　3．5）

　（A）：Cryst．　BA，（B）：Cryst．　BB，（C）：Tunai

　Insulin，（D）：Protamine：from　the．data　in　our

　previous　report（XXI），（E）：Ox　Illsulin：from

　the　data　in　our　previous　repo鴬（XXI）．
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　実験8・紫外部吸収スペクトル　実験7のCryst・BA，　Cryst．　BBのpH　2．2緩衝液における透析後の試料の

少量をとり適当にうすめて紫外部の吸収曲線をとった．Cryst・BA，　Cryst・BBはいずれも275～280　mμに吸収

極大を持つ．紫外部吸収曲線をFig・4，　Fig・5に示す．
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Fig，5．　Ultraviolet　Absorption　Curve　of　Cryst。　BB

　　　　（pH　2．2）

　　　　　　　240250260270　280290300（mμ）

F至g．4．Ultraviolet　Absorption　Curve　of　Cryst．　BA

　　　（pH　2．2）

　実験9・再結晶操作法Cryst・BAおよびCryst・BB各30　mgをとり第20報と全く同じ操作により再結晶をし

　た．Cryst・BBはCryst・BAよりも一期分，より完全な六面体結晶（Cryst．　TAに全く似ている）を顕微鏡下

に確認したが，本実験に用いた試料が少量であり，結晶部分と無晶部分の比重の差が少いためか，結晶部分のみ

を単離することはでぎなかった．
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考察とむすび
著者らは粗かつおインシュリンの結晶化をおこない2種の球型の結晶Cryst・BAおよびCryst・BBを得た・こ

の2種の結晶について比較検討した結果つぎの知見を得た．

　1）Cryst．　BBはCryst・BAよりも得量がよい（実験1，実験2参照）・

　2）　これらの結晶の生物的効価は原料インシユリ：ン（約17u／mg）とほぼ同じかむしろ低い（実験3参照）・

　3）窒素含量はCryst・BA　14．8％，　Cryit・BB　13・0％である（実験4参照），

　4）亜鉛含量はCryst．　BA　O．53％，　Cryst　BB　O・94％である．従ってCryst・BAはほぼ牛インシュリン結晶

に近いがClyst・BBはその約2倍弱を含卜することになる（実験5参照）．．

　5）ペーパク戸マトグラフィのRf値はCryst・BA・Cryst・BBはほとんど同じであるが牛結晶インシュリン

のそれより明らかに小さい（実験6参照）．

　6）Cryst，　BAはCryst・BBに比べやや溶けやすい．これは亜鉛含量にも関係すると思われる．また泳動の際

のPeakの数はCryst・BBの方が多く，多成分系をあらわす．これはCryst・BBの方が再結晶により六面体結晶

の生成が多いという事実と関係すると思う（実験7．9参照）．魚インシュリンではその泳動速度が牛インシュリン

より速いのはその特性の一つと考える．

　7）紫外部吸収はCryst・BA・Cryst・BBいずれも275～280　mμに極大を右する（実験8参照）。

1）

2）

3）

4）

5）

6）

7）

8）

9）

文 献

長沢佳熊・西崎野夫；本誌，7595（1957）．

長沢佳熊，西崎野夫：本誌・76，213（1958）・

Marks，　H，　P：The　Health　Organization　of　the　League　of　the　Nations（1926）．

日本薬局方（厚生省版），652（1951）．

International　Pharmacopoeia；Vol．　H，274（1955）．

長沢佳熊・西崎野夫；本誌・74・171（1956）・

長沢佳熊，西崎野夫：本誌74・179（1956）・

長沢佳熊，西崎笹夫：本誌，75，99（1957）．

未発表

Summary

　The　authors　obtained　two　kinds　of　bead　type　crystals　which　tlley　named　Cryst．　BA　and　Cryst．　BB

from　crude　bonito　insulin，

　1）　Tlle　yield　of　Cryst．　BB　was　larger　than　that　of　Cryst．　BA（see　Exp。1and　2）．

　2）　Biological　activities　of　these　crystals　were　about　16　u／mg（Cryst，　BA）and　about　17u／mg（Cryst．BB）．

　3）　Nitrogen　contents　of　Cryst．　BA　and　Cryst．　BB　were　14．8％and　13，0％，　respectively．

　4）　Zinc　co血tellts　of　Cryst．　BA　and　Cryst．　BB　were　O．53％and　O．94％，　respectively．

　5）　On　applying　to　a　paperchromatography，　Rf　values　of　these　crystals　were　aImost　equa1，　the　values

showed　distinctly　smaller　than　that　of　ox　insulin　crystals，

　6）　Cryst．　BA　is　easier　soluble　than　Cryst．　BB．　It　may　be　due　to　content　of　2inc．

　7）　On　the　recrystalization，　a　little　amount　of　crystals，　having　the　same　form　as　Cryst．　TA〔see　our

XX　report，　this　Bulletin　VoL　75　page　95（1957）〕was　obtained，　but　not　able　to　be　isolated．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　May　31，1958。
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　　　　　　　　　　　イソシュ．リ．ソの薬化学的研究（第24報）＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　まかつおインシュリンの抽出過程におけるpH　8の無効の蛋白性沈でん物について

　　　　　　　　　　　　　長沢佳熊，西崎笹夫

Pharmaceutical　and　Chemical　Studies　of　lnsul　in　XXIV

On　the　Inactive　Protein　Precipitated　at　pH　8　from　Bonito　Stannius（）orpuscle

　　　　　　　　　　Kakuma　NAGAsAwA　and　Sasao　NlsHlzAK：1

　まえがき　かつおStannius小体からインシュリンの抽出過程にpH　8の沈でんを除去するとき・その沈でん

物は微灰褐色の粉末として得られる（群アルカ彊白という人がある）・瀦らセまこの沈でん物＊＊を試料とし・

若干の物理化学的および生物的実験をした．．

　この沈でんはぎわめて弱いインシュリン作用を認め．るが（実験1参照），ペーパク戸マ．トグラフィーによっても

インシュリンあみを単離することはできなかった（実験2参照）．溶解黙よ小さく，その等電点様沈でんは大略P

H8で起るが，いかなるpHでも完全に澄明には溶けなかった（実験3参照）・またpH　2・2の塩酸一塩化カリウム

の緩衝液で電気泳動をおこなうとき，その泳動図は1成分として泳動するが，泳動速度は牛結晶インシュリンよ

りも速く，プ・タミンよ’閧熬xく，まぐろインシュリン・）とほとん胴じである（実験4参照）・泳動試料の1部

をとり紫外部の吸収曲線を検した結果275～280mμに極大を有するが，魚インシュリン1）よりやや尖度がゆる

やかである（実験．5参照）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　の　部

　実験1．本試料中のインシュリンの含量試験　試料19をとり0・01N一塩酸．30　ccを加えセロファン膜に入れ

0．01N一塩酸に対し3昼夜4。の冷室で透析後10000r・P」m・で1時間遠心分離すると，管中の約上半量はほとんど

澄明福色の液となる．この液1．6cc，0・8ccおよび0・4ccを20時間絶食した家兎に皮下注射し注射後15分ダ30

分，9・分，および・8・分冊の雌量を，また・・49・…2cc…1・6およびq・5・。を同峰件の舞舞の耳静

脈酷肌，翻後・・分，．・・分…分・および18・雅の血糧醐魁た結果をIFi琴・．1略轡稽
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　＊＊＊この液は1cc中大略30　mgを含む．したがって1・6ccでは大略50　mgを注射し準．ことになる・．．これらの

家兎・麟・匹（樋・kgとして）・つき・・、〃・・ン約2uを皮下注射塾1酬”を起す・．実験1では

すべての家兎はケイレンを起さなかった．
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　実験2・ペーパク官マトグラフィー　実験1の試料を第15報2）の方法によりペーパクロマトグラフィーで展開

するとき・大部分は原点に残る・しかしRf＝0・4附近に1個ないし2個の弱いスポットを認めた．東洋～戸紙No・50

の角型濱紙（40×40c血）の一端から7cmのところに引いた直線上に約0．2ccの試料をつけて展開し，　Rf＝0．4附

近の・ミンドを切りとり，0・01N一塩酸約10　ccで抽出後，3ccずつ2匹，1ccずつ2匹の家兎に実験1と全く同じ

方法で皮下注射した場合の血糖量の変化をFig・2に示す．
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　　　　　　　　　　　15　　30　　　　　　　　　　　．90　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　18σ（min）
　　　　　Fig．2．　Determination　of　Blood　Sugar％against　the　Initia1正evel　after　lnjection．

　　　　　　　　　　　　　　一；　3cc　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・…　．・：　1こ口

　この結果抽出液にはインシュリン作用を認めなかった，

　実験3・溶解状態の観察　a）酸性側：試料20mgをとり蒸留水10　ccを加える．　N一塩酸またはN一水酸化ナ

トリウム液少量を加えて生成する沈でんの状態を検べた結果pH　8で等電点様沈でんを生じた．またpH　2．5で

3000r・P・m・20分間遠心分離し，上澄液に2／5M一フタル酸水素カリウム液3）を加えて沈でん物15　mgを得た．

　b）　アルカリ性側：第18報4）に基き，試料19に60％アセトン150ccを加え，0．2N一水酸化ナトリウム液を加

え，pH　11・7とし，遠心分離し沈でん物0．5959を得た．上澄液にN一塩酸を注意深く加えpH　8．0に調整し遠心

分離し沈でん物0・3759を得た．またこの上澄液に塩酸を加えてpHを移行しても沈でんは生じなかった．

　実験4・pH．2・2における電気泳動試料301η9をとり塩酸一塩化カリウム緩衝液（pH　2．2）7ccを加えて2昼夜

4Qの冷室で緩衝液に対して透析後遠心分離し，上澄液にういて第21報5）と全く同じ方法で電気泳動をおこなった・

泳動開始後150分．の泳動図をFig・3に示す．

Fig．3．　Ascending　and　Descending　ElectrQPhoreisis

　・Patterns　of　pH　8　Precipitate　（in　O．18　ionic

　　strength　hydゴochloric　acid－potassium　　chloride

　　buffer　of　pH　2．2），

　　　　above＝Ascending

　　　　below：Descending

　その上昇側における泳動速度を第21報の牛結晶インシュリンおよびプ戸タミンの泳動速度を引用して比較し，

Fig．4に示す．
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Fig。4。　Comparison　of　Mobility

　　in　the　Ascending　Electros・

　　pheresis　Experiments　of　the

　　Inactive　Protei早（pH［2・2）。

　　　（A）：Ox　insulin＊

　　　（B）＝Protamine＊

　　　（C）：pH　8　Precipitate

　　　＊：from　fhe　data　in　our

　　　previous　repo耽．、（XXI）．

／



　　　　　　崎・インシュリンの薬化学的研究（第24報）かつおインシュリンの抽出過程長沢・西
におけるpH　8の無効の蛋白自沈でん物について

223

　実験5．紫外部吸収曲線　実験4の試料の一部をとり，

F量g．5に示す．

　　　　　　　　　　　　　　　一Iog　T

　　　　　　　　　　　　　　　　．0．7

0。6

0．5

0．4

0．3

0．2

0．1

適当に希釈し紫外部吸収曲線をとった．その結＝果を

Fig，5．　Ultraviolet　Absorption　of　pH　8

　　　　Precipitate。

240　250　　260　270　280　290　300（mμ）

この結果275～280mμに極大吸収を持つ・・

1）

2）

3）

4）

5）

文

未発表

長沢佳熊・西崎笹夫：：本誌・74・171（1956）・

西崎笹i夫：本誌・75・493（1957）・

長沢佳熊，西崎笹夫：本誌・74・179（1956）・

長沢佳熊，．西崎笹夫：本誌・75・99（1957）・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

献

Th。　inacti。。　p，。t。in　p・e・ipit・t・d・t　pH　8　f・・m　b・nit・・t・nni・s　c・・p・・c1・i・prep・・ing　insulin　was

studied．　As　the　results；

　　1）　It　showed　very．weak　insulin　activity．

2）By照perch・・m・t・9澱phy，　m・・t・f　th・p・・t・i・・em・i・・…t蹴1i…and・m・11・mount　of　it

showed　weak　band　aroulld　Rf；0．4。

1、。1。t。d，。1。ti。n。f　th。t　b。。d　with　N／100－HCl　w・・t・・t・d　by訟bbit・，・nd　it　h・d　n・in・・lin　acti・ity・

3）…沁1。bility・f　thi・p・・t・i・i・vari・u・pH　was　st・di・d・lt・i・・elect・i・p・i・t・e・m・d　t・b・pH　8・

and　could　not　be　found　any　pH　to　make　the　solutlon　clear．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

4）E1。、t・・ph・・ei・i・p・t‡・m　i・pH　2・2・h・w・d・・e　c・mp・…ち・・d　it・m・bility　w・・f・・te「than

that　of　ox　insulin　and　slower　than　that　of　protamine．

5）甑im・m・b…pti・・in・itm・i・1・t・㎜・w・・apP・・xim・t・1y　275～280　mμ・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　May　31，1958．




