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インシュリンの薬化学的研究（第25報）＊

DNP法によるカツオ・インシュリンのN・末端基につv・て榊

長沢佳熊，西崎．笹夫

Pharmaceutical　and　Chemical　Studies　of　Insulin．　X　XV．

On｛he　NitrogeR　Termhlal　End－Groups　of　Bonito　Fish（倫彦3π”oπ朋5”σ8伽s）

　　　　　　　　　　恥sulin　by　2，4－Dinitrophenyl　Method．

Kakuma　NAGAsAwA　and　Sasao　NlsHIzAK：1

　　　　　　　　　　　　　　　　　，　まえがきとまとめ

　＆mgerらはウシ結晶インシュリンのN．末端アミノ酸零料を決定し1），その構成アミノ酸の配　O順序を決め

た2・3）．

　著者らは第14報4）においてクジラのインシュリンの結晶化について報告したが，その試料についてもSangerら

はブタ，ヒツジ，ウマのインシ．ユリンとともにそれらの構成アミノ酸の配列順序を報告している5・6）．これらウ

シ，ブタ，ヒヅジ，ウマおよびクジラから抽出した結晶インシュリンはいずれもN・末端アミノ酸としてGlyとPhe

の2種であることが明らかになった．今回著者らはN一末端基既知のウシおよびクジラの結晶インシュリンを対照

としてカジオのインシュリンのN一末端基を2，4・dinitropheny1化（以下DNP化と略する）法により分析するこ

とができたので報告する．なおカツオ・インシュリンについてはまだ結晶が得られていないので纏紳，ここに

使用したものは純度約90％（生理的力価から考え，22u／mgのものを100％純度と仮定した）の無口型カツオ・イ

ンシュリンである．著者らは第18報7）において粗カツナ・インシュリンに60％アセトンを加え，アルカリ野冊か

ら等電点を利用してpHにより分害耽澱を行なうとき，PH　7・2～6・3の区分にもっとも高単位のインシュリンが集

＊　　第24報は衛生試報，76，221（1958）・

＊ホ　この報告は．1958年10月26日第2回日本薬学会関東支部大会で講演．

＊＊＊本：誌，本号以後著者らの用いるアミノ酸の略号をTable　1〔水島，赤堀編：蛋白質化学：，共立出版（1954）

　　　から引用〕に示す．

　　　　　　　　　　　　　Table　1．　Abbreviation　for　amino－acid　residues

Abbrev．　Amino．acid lAbbre・舳・・…diAbbre冒㎞…一a・・d

Ala　　　　Alanine

Arg　　　　Arginine

Asp　　　　Aspartic　acid

Asp（NH2）　Asp麗agine
（）ys　　　　　　　（）ystine

CySH　　　Cystein

CySO3H　　Cysteic　acid

Glu　　　　Glut裂mic　acid

Glu（NH2）　Glutamine

Gly　　　　Glycine

His　　　　Histidine

Ileu　　　　　　Isoleucine

Leu

Lys

Met

Orn
Phe

Pro

Leucille

Lysine

Methionlne

OTnithine

Phenylalanine

Proline

Abbrev，　　Amino．acld

Ser

Tllr

Try

Tyr
Va1

Serine

Threonine

Tryptophane

Tyroshle

Valine

＊＊＊＊著者らはカツナ，マグロの粗インシュリンから数種のペプチドと思われる六面体および球型結晶を得た

　　　　が，それらは生理作用が弱く，あるものは生理作用がほとんどなく，いずれもインシュリン結晶と確認す

　　　　ることはできなかった．カツオ・インシュリンの結晶については伊藤四十二，佐藤武雄の報告〔化学の領

　　　　域，2，132（1948），化学療法とホルモン療法，L24（1948）・第6改正日本薬局方註解795頁（南江堂版）

　　　　（1951）〕があるが，結晶の恒数についての確実性にとぼしい．
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まることを報告した．この方法｝こよって得たpH　6，9～6．3の区分のカツオ・無晶型インシュリンをウシおよびク

ジラの桔晶インシュリンを対照として2時聞DNP化した結果，　DNP化カツナ・インシュリンの黄色沈澱物はウ

シ，クジラの場合のそれの約半量であった8）．これらのDNP化物質を塩酸加水分解し（実験1参照），酸性でエー

テル層へ移行した郎分および水層残昏郡分についてDNP・アミノ酸の痛心クPマトグラフィ（以下PPCと略する）

を行なった．

　DNP一アミノ酸のPPCに関する報告は最近多数あるが，あるものはSangerらの述べるようにtailingしがちで

ある．著者らはIwainskyの方法9）の変法で好結果を得たので，以下その変法にしたがい，緩衝液のpHが異な

る2種の三脚溶液を用いた（実験2・1参照）．

　カツオ・インシュリンおよび対照に用いたウシおよびクジラのインシュリンのDNP化物質を塩酸で加水分解し，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド
まずエーテル層への移行部分をPPCの試料として展開するとき，いずれも2，4・dinitroaniline，2，4－dfnitrophenoI

の2個のス宗ットを検出した．これらのほかにウシ，クジラの場合，DNP・Gly，　DNP・Pheのスポットを認めた，

これはSangerらの報告におけるN一末端アミノ酸の種類と全く一致する．一方カツオの場合はDNP－Glyのほか別

に2個のスポジトを確認した．そのうちの1個はそのRf値がDNP－Pheより明らかに大きく，そのRf値に相当

するものはDNP－LeuまたはDNP・11euと考えられた．ほかの1個はそのRf値からDNP－AlaまたはDNP－

Pro　8であろうと考えられた（実験2－2，F19．1参照）．　DNP－Leu，　DNP・11eu，　DNP－AlaおよびDNP－Proを

対照としてカツオのPPCを行なった結呆，　DNP↓euとDNP－Heuとの判別は明らかでなかったが，ほかの1

個はDNP・Abであることを確認した（実験2－3，　Fig・2参［i興）．　DNP－LeuとDNP・11euとの判別は展開｛容媒

のpHをアルカリ性とするとき，　DNP↓euのRf値がDNP－11euのそれよりやや大きいことを知り，これら2極

のDNP・アミノ酸およびDNP－Alaを対照としてカツオのPPCを行なった結果，わずかのRf値の差でDNP・Leu

であろうと推定し，またほかの未知のスポットもDNP－Alaとよく一致した（実験2－4，F19．3参照）．

　一方水層残留部分についてPPCを行なった結果，いずれも2，4－d三nitropheno1およびDNP。ε一Lysの2個のス

ポットを認めた（実験2・5，Fig・4参照），これはウシ，クジラの場合のSangerの報告と全く一致している．

　以上の推定にもとづいて念のためエーテル属移行部分，水層残留部分を以上の実験から推定されたDNP。アミ

ノ酸を対照として同時に展開した結果，カツオ・インシュリンのN一末端アミノ酸はDNP．Gly，　DNP－Alaおよ

びDNP－Leuと全く一致することを確かめた（実験2－6，Fig．5参照）．

　したがってカツオ・インシュリンのN・末端基は3種存在し，Gly，　AlaおよびLeuであると結論する纏．ただ

しLeuは：11euと明らかには区別し得なかったが，実験2－4で示す点から推定した．この点は，さらに今後の研究

にゆずる．なお各N一末端アミノ酸の詳細な定量は目下検討中であるが，そオ1それのDNP一アミノ酸のスポットは

ほぼ同じ強さであることを附記する．

実　験　の　部

試　　料

　ウ　シ：ウシ結晶インシュリン（24．5u／mg）

　クジラ：クジラ結晶インシュリン（22u／mg）

　カツオ；カツオ無品型インシュリン（20・Ou／mg，マウス・ケイレン法iこよる）

　これらのインシュリンをDNP化したものを試料とした．

　実験1加水分屏：ウシ，クジラおよびカツオの試料をそれぞれ25mgずっとり，6N塩畿2．5ccずつ加え，

ガラス管に封入し・黒色紙に包み3時間115Dの恒温箱「｝1で加水分騨した．この条件でほカツオの場合ほとんど残

留物を認めなかったが・ウシの場合約5mg，クジラの場合約2mgの黄色ないし微帯鴇色の畏陰野を得た．冷後

＊　DNP－Proは試糾を塩譲加水分解するときは，他のDNP一アミノ酸と比較し淫心率がきわめて小さい〔Porter，

　　R・R・・SImger・E：β’o訪θ〃z・ノ・・42・287（1948）〕が，著者らの経1箕からそのRf値のみから判断して，

　　著者らの得たスポットにやや近いのではないかと考えらかた．

＊納本研究の講演発表の際，都：立大学佐竹研究室員はカツナ・インシュリンのN一宋端1ζは．Gly，Leuであるこ

　　とを実農したと述べたが，その後〔化学Vo1・14・No・2，　P・80（1959）山本ほか（未発表）〕Ileu，　Ala，　Gly

　　であると記している
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それぞれの澄明な液についてエーテルで数回抽出し，抽出液を蒸留水でよく洗い，洗液は水層に合する．エーテ

ル抽出液は減圧で濃縮しPPCの試料とした・水層は水酸化ナトリウム液でpH　5・05に調節し，蒸発皿上で濃縮し

PPCの．試：料とした．

　実験2－1PPC操作法
　展開溶媒；（a）；n・ブタノール・イソアミルアルコールーエタノールーフタル酸水素カリウム，：水酸化ナトリウム

緩衝液（pH　5．05）〔30；30：11；45〕

　（b）；（a）のうちの緩衝液をリン酸ニナトリウム，水酸化ナトリウム緩衝液（pH　11．25）としたもの．

　展開操作＝展開溶媒を分液ロートでよくふりまぜたのち，下層液に源紙（東洋演紙NQ．51）を浸し風乾する．

消紙の一端から7cmの距離に引いた直線上に一日間隔に試料および対照のDNP一アミノ酸をつけ，上層液を罵い

て上昇法により展開した．なお（a）ではDNP－LeuとDNP－11euとの区別は明らかでないが，（b）ではDNP↓♂

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6
のRf値（0．79）がDNPJleuのRf値（0．77）よりやや大きい．

　実験2・2　ウシ，クジラおよびカツナのエーテル層へ移行部分について，DNP－GIy，　DNP－Phe，2，4－d｛nitro－

pheno1および2，4－dinitr（旧ni1童neを対照として展開溶媒（a）で展闘した．そのペーパクロマトグラムをFig．1

に示す．
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DNP　GIy　W　　 B　　O　　phe　Gly　　O　　B　　W　　Phe　DNA

Fig．1．　The　paper　chromat（♪gram　of　DNP－amino　acids　in　the　ether　layer　obtained　frQm　the

　　acid　hydrolysates　of　DNP－insuli皿s

　　O＝from　DNP－ox　in3ulin，　W：from　DNP．whale　insulin，　bonito　f｛sh　insulin，　Gly：DNP．glychle，

　　Phe：DNP－phenylalanine，　DNA：2，4．dinitmaniline，　B：from　DNP．DNP：2，4－d三nitrophenoI

　　Solv㎝t：n－Butano1．Isoamyl　alcohoI－EthanoLpH　5．05　buffer（collsists　of　potassi㎝bi．

　　phthalate　and　sodium　hydroxide）〔30：30：11：45〕

　実験2－3Fig．1においてカツオの場合のRfρ・7附近および。・4附近のスポットを決定する目的で，それらの

Rf値附近のDNP一アミノ酸の単体，すなわちDNP－Leu・DNP・11eu・DNP－AlaおよびDNP－Proを対照として

展開溶媒（a）で展開した．そのペーパクロマトグラムをFig・2に示す．

　実験2．4Fig．2におけるDNP－LeuとDNP－Ileuとを決定する目的でその2極を対照として展開溶媒（b）で

展開した．なお念のためDNP－Alaをも対照とした．そのペーパクロマトグラムをFig・3に示す．
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Fig．2．　The　paper　chromatogram　of　DNP－amino

　　acids　in　the　ether　layer　obta…ned　from　the

　　ac…d　hydrolysate　of　DNP－bonito　fish　insulin

　　B：from　DNP－bonito　fish　insuli11，　Leu：

　　DNP．leucine，　11eu：DNP－isoleucine，　Ala；

　　DNP．aIalline，　Pro：DNP－proline

　　Solvent；n－Butano1－Isoa頃皿yl　aloohol・Ethano1・

　　pH　5．05　buffer　（consists　Qf　potassium　bi．

　　phthalate　and　sodiロm　hydroxide）

　　〔30：30：11：45〕
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＄

三
孚　0．2
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　　　　O

　　　　　　　　Ileu　Leu　　B　　Ileu　Leu

　　　　　　　　　　　　Ala

Fig．3．　The　paper　chromatogram　of　DNP．amino

　　acids　in　the　ether　layer　obtained　from　the

　　acid　hydrolysate　of　DNP．bon…to　fish量nsulin．

　　B：from　DNP．bonito　fish　insulh1，　Leu；

　　DNP．Ieucine，11eu：DNP．isoleucine，　Ala：

　　DNP．a正anine

　　Solvent；n．Bu㎞01．lsQamyl　alcohol－Ethanol．

　　pH　11，25　buffer（consis給of　dbおic　so出㎜

　　phosphate　and　sodium　hydroxide）

　　〔30：30：　11　：45〕

　実験2・5　ウシ，クジラおよびカツオの水層残留部分について，DNP・ε・Lysおよび2，4・dinitrophenolを対照

として展開溶媒（a）で展闘した．そのペーパクロマトグラムをFig．4に示す．

　実験2・6　カツオのN・末端基を確かめるため，実験2・2～5，Fig・1～4の結朱に基づき，それぞれのスポ

ットについて推定したDNP一アミノ酸を対照、として，エーテル層，水層部分を同時に同じがゴ紙で展開溶媒（a）で

展開した．そのペーパクロマトグラムをFig・5に示す．
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Fig．4．　The　paper　chromatogram　of　DNP－amino　acids　in

　　　the　water　layer　obtained　from　the　acid　hydrolysates

　　　of　DNP．insulills‘

　　　0；from　DNP．ox　insulh1，　W：from　DNP．whale　ins．

　　　u1㎞，　B：from　DNP．bonito　fish　insulin，ε．Lys：DN　P一

　　　ε．1ysine，　DNP：2，4．dinitroph㎝oI

　　　Solvent：n－Butano1．Isoamyl　alcoho1－Ethano1．pH　5．05

　　　buffer　（consists　of　potassium　b五phthalate　and　sodiu皿

　　　hydrox五de）〔30；30；11：45〕

0

Leu

Ala

Gly

BE BW DNA
DNP

ε一Lys

Fig．5．　The　paper　chromatogram　of　DNP．

　　　amhlo　acids　obta1ned　from　the　acid　hy．

　　　drolysate　of　DNP．1）onito　fish　illsulill

　　　BE；DNP－amino　acids　in　the　ether　layer

　　　obtained　from　the　acid　hydrolysate　of

　　　DNP．bonito　fish　insulin，　BW；DNP．

　　　amino　acids　in　the　water　layer　6bねined

　　　from　the　acid　hydrolysate　of　DNP　bonito

　　　fish　in＄ulin，　Leu；DNP・1eucine，　Ala：

　　　DNP．alanine，　Gly：DNP－glycine，　DNA＝

　　　2，4．dinitroaniline，　DNP：2，4djnitroph．

　　　eno1．ε．Lys＝DNP一ε一1ys五ne

　　　Solvent；n．Butano1．Isoamyl　alcoho1．Eth．

　　　ano1．pH　5．05　buffer（consists　of　potas。

　　　si㎝biphthalate　and　sodiu■n　hydroxide）

　　　　〔30：30：11：45〕
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　　The　N．terminal　residues　of　amino　acids　of　bonito　fish　insulin　were　compared　with　those　of　ox

and　whale　insuliR　crystals，　which　had　been　isolated　by　the　autllors4）．

　　　On　applying　DNP－amino　acids　in　the　ether　layer　obtained　from　the　hydrolysates　of　DNP－insulin　to

the　paper　chromatography，　four　spots　were　fo岨d，2，4．dinitropheno1，2，4．din1troanilipe，　DNP．glyc量ne

and　DNP－phenylalanine　in　the　case　of　both　ox　and　whale　insulin，　while　2，4．din葦trophenol　and　2，4．di－

nitroanil㎞e，　DNP．glycine　and　two　unknown　spots　in　the　case　of　bonito　fish　insulin．（Exp．2．2，　Fig．1）One

of　the　unkown　spots　was　proved　to　be　DNP－alanine　and　the　other，　either　DNP．1euclne　or　DNP．三soIeucine

（Exp．2－3，　Fig．2）．

　　　In　the　subsequent　experiment（Exp．2－4），　DNP．1eucine　was　suggested　by　the　Rf　value　difference

though　the　Rf　values　of　DNP－1eucine　and　DNP．isoleucine　were　very　close（Fig．3）．

　　　As　for　the　water　layer，　the　three　insulins　had　two　spots，　one　was　DNP一ε一1ysine　and　the　other，

2，4．dinitrophenol（Exp．2－5，　Fig，4），

　　　As　a　result，　the　authors　suggested　that　bonito　fish　insulin　had　three　N－teminal　residues，　g！yc三ne，

alanine　and　leucine．
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インシュリンの薬化学的研究（第26報）＊

DNP法によるピソナガマグ戸・インシュリンのN一末端基につv・て＊＊

長沢佳熊，西崎脚夫

Pharmaceut三cal　and　Chemical　Studies　of　Insulin。　X　X、1．

On　the　Nitrogen　Terminal　EIld－Groups　of　Tumly　Fish（丁勿脚‘sαzαz吻8α）

Insulin　by　2，4－Dinitrophenyl　Method．

Kakuma　NAGAsAwA　and　Sasao　NlsHlzAKI

まえがきとまとめ
　Sangerらはウシ，ブタ，ヒツジ，ウマおよびクジラの結品インシュリンの構成アミノ酸の配列順序を決定しそ

れらの構造を明らかにした1～4）．これら哺乳動物から抽出したインシュリンはいずれもN一末端基としてGlyと

Pheの2種である．

　著者らは第25報5）においてウシおよびクジラの結晶インシュリンを対照とし，同じ条件で同時にカッォのイン

シュリンのN一末端基を比較検討し，ウシおよびクジラの結晶インシュリンの場合はGlyとPheの2種で，これは

Sangerらの報告と全く一致するが，カツオのインシュリンの場合はGly，　AlaおよびLeuの3極存在すると報告

した．今回著者らはN一末端基既知のクジラの結晶インシュリンおよび第25報で述べたカツオのインシュリンを

対照としてビンナガマグロのインシュリンのN一末端基を2，4－dinitrophenyl化（以下DNP化と略する）法により

分析することができたので報告する．なおマグ戸・インシュリンについては著者らは第20報6）に才卜いてCryst。TA，

およびCryst．　TB，第22報7）においてCryst．　TCなる結晶性蛋白質の単離について報告したが，それらは生理作用を

ほとんど示さず，いずれもマグロ・インシュリンの結晶とは認め難いので，ここに使用したものは純度約90％（生理．

的力価から考え，22u／mgのものを100タ6純度と仮定した）の無晶型マグロ・インシュリンである．著者らは第18報8）

においてカツオ・インシュリンの精製について述べたが，今回のマグ官・インシュリンの場合も同様に操作し，pH

7．3～6．3の区分をとり，クジラ・結晶インシュリンを対照として同時に3時間DNP化した．　DNP化物質の収量は第

25報のカツオの場合よりはるかに良好であった（実験1参照）・これらのDNP化物質を塩酸で加水分解し，さらに

著者らが第25報で述べたと同じ方法で源紙クロマトグラフィ（以下PPCと略する）を行なった（実験2参照）．

　マグロ・イン・7ユリソおよびクジラ・インシュリンのDNP化物質の加水牙解物につき，酸性でエーテル暦へ移行

する部分を第25報におけるカツオの試料およびそれらの推定されたDNP一アミノ酸の単体を対照としてPPCを行

な5ときクジラ，カツオの場合は第25報と全く同じ結果が得られたが，マグロの場合にはクジラと比較しDNP－

Leuと思われるスポットを認め，カツオと比較しDNP－Alaを認めずDNP－Pheを認めた（実験3－1・Fig・1参照）．

DNP－LeuとDNP・11euとの判別には第25報に準じ，アルカリ性の展開溶媒を用いて展開した結果，　Rf値のわず

かな差でDNP－Leuであろうと推定した（実験3－2・Fig・2参照）．

　一方水層残留部分についてPPCを行なった結果クジラ，マグロともにDNP一ε一Lysおよび2，4－dinitrophenol

のスポットを認めた（実験3・3，Fig・3参照）．

　以上の推定にもとづいて念のためエーテル層移行都町，水層残留部分を以上の実験から推定されたDNP一アミ

ノ酸単体を対照として同時に展開した結果，マグロ・インシュリンのN一末端アミノ酸はDNP－Gly・DNP・Phe

およびDNP．Leuと全く一致することを確かめた（実験3－4，　Fig・4参照）．

　したがってマグロ・インシュリンのN一末端基は3種存在し，Gly，　PheおよびLeuであると結論する．ただ

＊　第25報は衛生試報，77，197（1959）．

潜この報貨は，1958年12月20目　日本薬学会関東支部12月第2例会で講演・
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しLeuと11euとの区別は明らかではないが，実験3・2，Fig．2で示す点から推定した．この点はさらに今後の研

究にゆずる．なお各N・末端アミノ酸の詳細な定量は月下検討中であるが，それぞれのDNP・アミノ酸のスポッ

トはほぼ同じ強さであることを付記する．

　終りに本研究に当り，ビンナガマグロ・インシュリンの試料を提供された清水製薬株式会社にたいし謝意を表する．

実験　の　部

　試　　料

　クジラ；クジラ・結晶インシュリン（22u／mg）

　マグロ＝ピソナガマグロ・無晶型インシュリン（20．3u／mg，米局XVの検定法による）

　これらのインシュリンをDNP化したものを試料とした．

　なおFig・1に示したカツオの試料は第25報に記したと同一のものである．

　実験1　ビンナガマグロ・インシュリンのDNP化：粗ピソナガマグロ・インシュリン（約15u／mg）900　mgを

とり第18報の方法によりpH　7．3～6．3の区分105　mg，20．3u／mg：信頼限界88～114％，（米局XVの検定法によ

る）を得た．

　このビンナガマグロ・無晶型インシュリン50mgをとり，炭酸水素ナトリウム50　mg，水0．5ccを加えて澄明

に溶かし，エタノール1㏄を加える．

　別に対照としてクジラ・結晶インシュリン（22u／mg）100　mgをとり，炭酸水素ナトリウム100　mg，水1ccを

加えて仔馬に溶かし，エタノール2ccを加える．

　両方の溶液へ同時に1－fluoro・2，4－dinitrobenzeneをマグロの場合0，05㏄，クジラの場合0・1㏄加え，暗室で

3時半ふりまぜながらDNP化を行ない，反応したDNP・インシュリンの黄色沈でん物を遠心分離し，水，エタ

ノールおよびエーテルで洗い等圧乾燥した．以上の操作で得られたDNP化インシュリンの黄色沈でん物は々グ

ロの場合51mgクジラの場合135　mgであった．

　実験2加水分解およびPPC：クジラおよびマグロの試料をそれぞれ25　mgずつをとり第25報と全く同じ条件

で加水分解を行なった．この条件ではクジラの場合少量の残留物を認めたが，マグロの場合残留物はほとんど認

めなかった．冷後加水分解した溶液をエーテルで抽出し，エーテル層移行部分，水層残留部分に分かちPPCの試

料とした，これらの試料を第25報と全く同じ方法でPPCを行なった．

　実験3－1実験1によりDNP化したクジラおよびマグロのほかに第25報におけるカツオのエーテル層移行部

分について，DNP・Gly，　DNP－Ala，　DNP－Leu，　DNP－Phe，2，4・dinitropheno1および2，4－dinitroanilineを対照

として展開溶媒（a）5）で展開した．そのペーパクロマトグラムをFig．1に示す．

　実験3・2Fig．1におけるマグロの場合のDNP・】Leu，　DNP・11euのいずれかを決定する目的でそれらを対照と

して展開溶媒（b）5）で展開した．そのペーパクロマトグラムをFig．2に示す．

　実験3－3　クジラおよびマグ戸の水層残留部分について，DNP・ε・Lys・2，4－dinitropheno1を対照として展開

溶媒（a）で展開した．そのペーパクロマトグラムをFig・3に示す．

　実験3－4月中ロ・インシュリンのN・末端基を確かめるため，実験3・1～3，Fig．1～3の結果に基づぎそ

れぞれのスポットについて推定したDNP・アミノ酸を対照として，エPテル層，水層部分を同時に同じ濱紙で展

開溶媒（a）で展開した．そのペーパクロマトグラムをFig・4に示す．
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Summary

　　　On　applying　DNP－amino　acids　in　ether　layer　obtained　from　the　acid　hydrolysates　of　DNP－insulin

to　the　paper　chromatography，2，4－dinitropheno1，2，4－dinitroanilhle，　DNP－glycine　and　DNP．phenyL

alanine　were　found　in　the　case　of　whale　insulin，　and　2，4．dinitropheno1，2，4．dinitroaniline，　DNP．glycine，

DNP．alanine　a且d　DNP．1eucine　were　found　ill　the　case　of　bonito　fish　insulin　as　described　in　our　pre－

vious　report5），whiIe　2，4．dinitropheno1，2，4－dinitrQaniline，　DNP．glycine，　DNP．phenyla！anine　and　DNP。

1eucine　were　found　in　the　case　of　tunny　fish　insulin（Exp．3．1～2，Fig．1～2）．

　　　As　for　the　water　Iayer，　the　two　insulins　had　two　spots，　one　was　DNP．ε一1ysine，　and　the　other，

2，4．dinitrophenol（Exp．3－3，Fig．3）．

　　　As　the　N．terminal　residues　of　tunny　fish　insulin　of　about　90％purity，　Gly，　Phe　and正eu　were

found　in　our　experiment．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　Jume　30，1959
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インシュリンの薬化学的研究（第27報）＊

DNP法によるCrystl　TAのN・末端基につv・て＊＊

長沢佳熊，西崎笹夫

Pharmaceutical　and　Chemical　Studies　of　I皿sulin．　X　X　V皿．

OII　the　Nitrogen　Te㎜inal　End・Groups　of　Cryst．　TA

by　2，4－Dinitrophe皿yl　Method．

Kakuma　NAGAsAwA　and　Sasao　NlsHlzAKJ

まえがきとまとめ

　著者らは第20報1）において粗ビンナガマグ官・インシュリンの結晶操作の過程において一部分が完全な六面体

の結晶性の蛋白質を認め，これを単離したものをCryst．　TAと称することにし，若干の物理化学的恒数を検討し

たが，インシュリンの生理作用はきわめて弱いことを報告した．

　さらに第22報2）においてCryst．　TAの構成アミノ酸の種類を報告し，またCryst．　TAの結晶型がStaub3）ら

の報告したグルガゴンの結晶とよく似ていることから，両者の生理作用を比較したが，Cryst・TAはグルカゴン

の生理作用を全く示さなかった4）．

　著者らは第25報5）においてDNP法長こよるカッナ・インシュリン，第26報6）においてビソナガマグ官・インシュ

リンのN・宋耳漏について報告した．

　今回は粗ビンナガマグロ，インシュリンから第20報1）のFig．1に示す六面体結晶のCryst．　TAを分離した．

その生理作用もほとんど認められなかった（実験1，Fig・1参照）．このCryst．　TAを除いた無頭型インシュリ

ンを第18報7）において記した等電点を利用する分割沈澱法で精製しpH7・3～6．3の区分を集めたが，その生理単位

は14・4u／m9でこれは生理単位から考えた純度としては第26報の試料の約72％，22u／mgのものを純度100％と仮

定すれば約65％のものである（実験2参照）．実験1，実験2で得た試料を同時に3時問暗室で2，4・dinitro－

Pheny1化（以下DNP化と略する）したもの（実験3参照）を第25，26報と同様にガラス管中へ封入し，遮光し

て110。で5時聞6N塩酸で加水分解し，その加水分解物をエーテル層移行物と水層残留物に分け，沮紙クロマトグ

ラフィ（以下PPCと酪する）の試料とした（実験4参照）．この試料をカツオ，．マグ戸の場合と同様にPPCを

行なった結果，エーテル居移行内障にマグロの場合は3種のDNP一アミノ略すなわちDNP－Gly，　DNP－Pheお

よびDNP↓euを認め第26報の純度約90％のマグロの場合と一致したが，Cryst．　TAの場合はこれら3種のDNP・

アミノ酸のほかに2個のDNP一アミノ酸と思われるスポットを認めた．．なお水層残留物を同時に展開し，2，4・di－

nitropheno1およびDNP・ε↓ysの2個のスポットを認めた（実験5－1，Fig．2参照）．　Crアst．　TAの場合の2個

の未知のDNP・アミノ酸のスポットは，それらのRf値に近似のものはDNP・AsP，　DNP・GluおよびDNP・Serの3

種のうちの2個と推定．し，それらを対照としてPPCを行なった（実験5－2，Fig・3参照）．このうちDNP－AsP

およびDNP・Serがよく一致したので，つぎに2，4・dinitroaniline，2，4・dinitropheno1，DNP－Leu，DNP－Phe，　DNP．

Gly，　DNP－SerおよびDNP・Aspを対照として展開し，．Cryst．　TAの5個のスポットはいずれも対照に用いた

これらのDNP一アミノ酸とよく一致することを確がめた（実験5－3，Fig．4参照）・以上の実験からCryst・TAの

N・末端基は5種存在し，Leu，　Phe，　Gly，　SerおよびAspで，このうちLeu，　PheおよびGlyはマグ戸・イ

ンシュリンに存在するが，他の2種すなわちSer，　AspはCryst．　TAにのみ存在する．したがってCryst・TA

＊　　第26報は衛生試報，77，203　（1959）．

＊＊　この報告は1958年12月20日　日本薬学会関東支部12月第2例会において第26報のマグロ・インシュリ

　　ンのN一末端墓の発表に補足して講演したものである．
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がマグロ・インシュリンと他の蛋白質との関係については今後の研究にゆずる．

　またCryst．TAを除いた残りのマグロ・インシュリンを精裂した今回の試料は生理単位から考えた純度は．約65

％であったが，第26報で記したマグロ試料（純度約90％）とN一末端塾には差異は認められなかった．

尖　験　の　部

　実験1Cryst．　TAの単離とその生理作用：粗ビンナガマグロ・自書型インシュリン粉末（約16u／mg）1・59を

とり第20報と同じ操作を行ない，穴面体の結晶性蛋白質60mgを得た．

　この結晶を第20報と同様に第六改正日本薬局方のインシュリン稀釈液に溶かし，20時間絶食した家兎の耳，『1脈

に注射し，注射後の血楼の量を第20報の場合と比較してFig・1に示す．
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Fig．1．　Assay　of　blood　sugar

18＝二＝二＝1こ＝｝・i・lec・・d…γ佃bb・t

l号1＝美＝｝・i・」ec・・d・…／田bb・・

　　　Theseτabbits　were　fasted　for　20　hrs　before　injection．

　　　（A），（B）：obtaiηed　iηthis　experlment

　　　（C），（D）：from　the　data　in　our　previous　report1）

　実験2　Cryst．　TAの除去蛋白質の精製：実験1｝こおいてCrys．　TAを単離した残りの粗ビンナガマグロ・無

晶型インシュリンを第18報の方法で60％ア七トンを加えアルカリ性側から等電点による分割沈澱を行ない，pH　7．3

～6．3の区分をとりその生理作用を家兎を用いMarks法で検定した結果14．4u／mgを得た．本品の性状はほ

とんど純白色である．

　実験3Cryst．　TAおよびその除去蛋白質（実験2，　pH　7．3～6．3の沈澱区分）のDNP化：それぞれの試料

40mgずつをとり，第26報と同じ方法により3時lll賠室でDNP化した．

　DNP化したCryst・TAの黄色沈澱物の収量は60　mg，残留マグロ・インシュリン（除去蛋白質と称したもの）

の場合のそれは．55mgであった．

　実験4DNP・Cryst．　TAおよびDNP・rrグロ・インシュリンの酸加水分解：DNP化物質そカぞオ1201ngをと

り第26報と同工に6N塩酸を用い密封ガラス下中で110つ，5時間加水分解し，冷後エーテル層移行物と水層残留

物に分けPPCの試料とした．
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　実験5－1

示す．

実験4の試料につき第26報の方法によりPPCを行なった．そのペーパクロマトグラムをF19．2に
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Fig．2．　The　paper　chromatogram　of　DNP，amino　acids　Qbtalned　from　the　acid　hydrolysates

　　　　of　the　DNP，tunny　fish　insulin　and　the　DNP。Cryst．　TA

　　　　DNP：2，4－dinitrophenol，　TE＝DNP．a皿ino　acids　in　the　ether　Iayer　obtained　from　the

　　　　acld　hydrolysate　of　D畑一t㎜y　fish　insulin，　TW：D冊一amino　acids　in　the照ter　layer

　　　　obtained　from　the　acid　hydrolysate　of　DNP－t㎜y　fish　insulin，　CTARDNP－amion　acids

　　　　in　the　ether　layer　obtalned　from’the　acld　hydrolysate　of　DNP－Cryst．　TA，　CTAW．：DNP－

　　　　amino　acids　in　the　water　layer　obtained　from　the　acid　hydrolysate　Qf　DNP－Cryst．　TA

　　　　Solvent＝n．Butano1－Isoamyl　alcoho1．EthanoLpH　5．05　buffer（consists　of　potassium

　　　　blphthalate　and　sodium　hydroxide）〔30；30＝11：45〕

　実験5－2　Fig．2の結呆から今回のマグロ・インシュリンは第26報の結果と全く一致したが，　DNP。Cryst・TA

はマグロの場合のほかに2個の未知のスポットを認めた（Rf：0．05附近および0．2附近）．これら2個のDNP一ア

ミノ酸と近いRf値を示すDNP。アミノ酸としてDNP－Asp，　DNP－Glu，およびDNP－Serを対照としてふたた

びDNP－Cryst．　TAのエーテル移行層のPPCを行なりた．そのペーパクロ・7トグラムをFig・3に示す，
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Fig．3．　The　paper　chromatogram　of　DNP－amino　acids　in　the　ether　Iayer　obtained　from

　　　the　acid　hydrolysate　of　the　DNP．Cryst．TA

　　　Leu：DNP・Ieucine，　Glu：DNP．glutamic　acid，　Ser：DNP．serine，　Cys：di．DNP－cystine，

　　　Asp：DNP－aspartic　acid，　Phe：DNP．phenylalanine，　GIy；DNP。gIycine，　CTA；from　DNP－CrysしTA

　　　Solvent：n－Butanol．lsoamyl　alcoho1．Ethano1．pH　5．05　buffer（consists　of　potassium

　　　biphthalate㎝d　sodi㎜hy（ko幻de）〔30；30；11：45〕

　実験5－3Fig．3の結果から未知のスポットはDNP・AspおよびDNP－Serを推定されたので2，4・dinitro一

…mili斡，2，4．dinitrophenQl，　DNP↓eu，　DNP．Phe，　DM’．Gly，　DNP．SerおよびDNP．Aspを対照としてPPC

を行なった．そのペーパクロマトグラムをFig・4に示す．
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Fig．4．　The　paper　chromatogran亀of　DNP．amhlo　acids　in

　　　　the　ether　layer　obtahled　from　the　acid　hydroly－

　　　　　sate　of　the　D球P．Cryst．TA

　　　　CTA；from　DNP－Cryst．　TA，Leu：DNP．1eUchle，　Gly：

　　　　DNP－glycine，　Asp：DNP。aspartic　acid，　Ser：DNP．

　　　　serine，　Phe：DNP．phenylalanine，　DNP：2，4．d漉tro－

　　　　pheno1，　DNA：．2，4．dinitroaniline

　　　　S・lvent・n－Butan・LI・・amyl　al。・h・1・Ethan・L．．pH

　　　　5．05buffer（consists　of　pota鈴i㎜biphthalate㎝d

　　　　sodium　hydroxide）　〔30：30：11：45〕
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長沢佳熊，西崎笹夫：衛生試報，75，95（1957）．

長沢佳熊，西崎笹夫：衛生試報，76，213（1958’｝．
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長沢佳熊，西崎笹夫：衛生試報，77，203（1959）・

長沢佳熊，西崎笹夫：衛生試報，74，179（1956）．

Summary

　　　The　N－terminal　residues　of　amino　acids　of　Cryst．　TA　were　compared　with　those　of　tunny　fish

insulin，　reported　in　our　previous　report6）．　　　　　　　　　　　　．

　　　011applyillg　DNP．amino　acids　in　ether　layer　obtained　from　the　acid　hydrolysates　of　DNP－tunny

fish　insuIin　and　DNP－Cryst．　TA　to　the　paper　chromatography，2，4．dinitroaniline，2，4．dinitropheno1，　DNP－

glycine，　DNP．phenylalanine，　DNP－1eucine　were　found　in　the　case　of　tunny　fish　insulin　and　were　iden。

tical　to　ollr　previous　report6），　whereas，　in　the　case　of　Cryst・TA，2，4・dinitroaniline，2，4・dinitropheno1，

DNP－gIycine，　DNP・phenyalanine，　DNP－Ieucine・DNP－serine　and　DNP・aspart童。　acid　were　found．（Eゆ。5．

1～3，F至9，1～4）．　As　for　the　water　Iayer，　the　both　had　two　spots，　one　was　DNP・ε一lysine　and　the　other，
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2，4．dinitropheno1（Exp，5．1）．　As　a　result，　the　authors　would　suggest　that，　Cryst．　TA　has　five　N．term血al

residues，　glycille，　phenylalanlne　and　leucine，　which　exist　in　t皿ny　fish　㎞sulin，　serine　and　aspartic

acid，　whichdo　not　ex三st．

R㏄eived　J㎝e　30，1959

（．匹
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インシュリンめ薬化学的研究（第28報）＊

カツオ・インシュリンの抽出過程におけるpH　8の無効な蛋白性

．沈澱物の構成アミノ酸の種類およびN・末端基につv・て

長沢佳熊，西崎二夫

Pha㎜aceutical　and　Chemical　Studies　of　Insulin．　X　XV皿．

On　the　Amino　Acid　Composition　and　the　Nitrogen　Te㎜inal　End－Groups　of

the　Inactive　Protein　Precipitated　at　pH　8　from　Bonito　Fish　Stannius　Co］じpuscle．

Kakuma　NAGAsAwA　and　Sasao　NlsHlzAKI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　まえがきとまとめ
　　　　　　し

　著者らは第24報1）においてカツオ・インシュリンの抽出過．程におけるpH　8の蛋白性沈澱物につき物理化学的検

討を行ない，特にpH　2・2の塩酸一塩化カリウム緩衝溶液中でセロファン膜で透析した試料はチゼリウス電気泳動

では1成分とみなされ，しかもその泳動速度はウシ・インシュリンのそれよりも速いことを報告した．著者らは

第18報2）においてカヅオ・インシュリンの構成アミノ酸の極類をマグロ，ウシ，クジラのインシュリンと比較し

て報告し，さらに第25報3）においてカツオ・インシュリンのN一巣立1｝陛が，Gly，　AlaおよびLeuの3種存するこ

とを報告した．今回著者らはカツオ・インシュリンの製造過程におけるいわゆるpH　8の沈澱蛋白質とカツオ・イ

ンシュリンとの関係を知るため，pH　8の沈澱物の塩酸加水分解を行ない2次元済紙クロマトグラブイにより構成

アミノ酸の種類，および第25報で述べたDNP法によりN一末端基を検討した．

　ヵッオのSta皿ius小体からインシュリンの抽出過壬呈におけるpH　8の無効沈澱物を稀塩酸で透析し，濱過後陣

液の約半量は構成アミノ酸の種類を検する試料に供し，残りの酒液は2・4・dinitropheny1化（以下DNP化と略す

る）し，N一末端基を検する試料とした（実験1参照）．

　構成アミノ酸の種類を検するため，12N塩酸で加水分解し2次元潭紙クロマトグラフィ（以下PPCと略する）

を行ない，得られた15個のスポヅトを対照に用いたアミノ酸単体のスポットと比較し，それぞれのスポットのア

ミノ酸を推定するとともにそれらの強さを第18報のカツナ・インシュリンのそれらと比較するとき，Arg，　Lysお

よびHisのスポットが強く，未分解物と思われる1個のスポヅトを征たが，　Pheのスポットは対照に用いたスポ

ットからは推定することができなかった（実験2・3・Fig・1・Table　1参照）．

　またN一末端茎に関しては第25報と同じ操作によりDNP化し，そのDNP化物質の5時闇の酸加水分解物をエー

テル層への移行物と水層残惚面に分けたがエーテル層移行物はきわめて少なく，PPCを行なうときエーテル層で

はDNP一アミノ酸を検出できず，わずかに2・4・dinitroPheno1のみを微に認めたに過ぎなかった．一方水層残留物中

にはDNP．ε一LysのスポットのほかRf二〇．15附近に1個の黄色のスポットを得たが＊＊これに相当するDNP一

アミノ酸は決定できなかった．さらに18時聞酸加水分解物についてもPPCの結果は5時聞加水分解の場合と全く

同じであった（実験4・5．参照）。

　したがって著者らはpH　8の沈澱物はカツオ・インシュリンと比較しその構成アミノ酸にArg・1’ysおよびHis

の占める比率が苛ぎく，なおpheのスポットは明らかに検出されなかったのでその存在は疑わしい・またN・末端

基に関してはそのDNP化物質をカツオと同じ実験条件，およびさらに加水分解したものについても検田し得なか

＊　　第27報は衛生試報，77，209（1959）・

＊＊　カツオ，マグ戸および哺乳動物のインシュリンの場合も，まれに展開後しぼらくしてこのRf値附近に灰

　　黄色のスポットが現われることがある．
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つたのでN・末端基はぎわめて検出し難い分子構造ではないかと推定する．

終りに本研究の原料を提供された日本栄養化学株式会社に謝意を表する．

実験　の　部

　試料：第24報で用いたカツナから抽艮1した試料と同じもの．

　実験1pH　8の沈澱物の精製こ試料300　mgをとり，　N／100塩酸6㏄を加えセロファン膜内に入れ・外部に

N／100塩酸を満たし4。Cの冷室で2昼夜透析した．このときセロファン膜内には帯褐色不溶物を認めた．この液

を演過し，濱液の高高景を水酸化ナトリウム液で約pH　8に調節し，得られた沈澱物をアセトン，エーテルで減

圧乾燥した．

　実験2趨酸加水分解：実験1により精製した粉末試料約10mgをとり，12N塩酸5ccを加え密封ガラス管中で

110～115。の乾燥器へ入れ18時聞保ち，加水分解した．加水弱弟後小蒸発皿に移し，水浴上蒸発乾固を数回繰返

し，できるだけ塩酸を除いた．

　実験3酸加水分解物のPPC：実験2の試料を東洋沮紙No．51（40×40cm）で2次元PPCを行なった．最初ブ

タノール：酢酸＝水二4：1：5で展開し，つぎに80％フェノールで展開した．展開後2％一ニンヒドリン・ブタ

ノール溶液を噴霧し，約100。に数分間加熱し呈色した．そのペーパクロマトグラムをFig・1に示す．

○
1

・0
　　　40

　　　　　　　　15

10　U

oO
　　己

LO（RI）

0．9

0．8

o・7入

0，6巴

　　ご
0．5　ε

　　3
0．4三

　　9
0．3≦

　　≡i

。・2話

0．1

1．0　　0．9　 0．8　 0．7　 0，6　　0．5　 0．4　　0．3　 0．2　　0．1

‘RI，
　　　　　　　　　←　80％・pheml

　　　Fig．1．　The　paper　chromatogram　of　the　acid　hydrolysate　of　inactive　protein　precipitated

　　　　　　at　pH　8　from　the　bonlto　fish　Stanllius　Corpuscle

　　　　　　Nulnbers　of　the　spots　show　the　spot　No．　in　the　first　colしmn　in　the　TabIe　1．

　Fig．1の結果から推定されるアミノ酸およびそのスポヅトの強さを第18報のカッナ・インシュリンと比較し

た．その結果をTable　1に示す．

Table　1．　Comparison　of　the　amino　acids　from　the　inactive　protein　and　the　bQnito　fish　insulin

Spot　No．

1

2

3

4

5

　Inact正ve　prote正n

pr㏄ipitated　at　pH　8
陣・it・fi・h　i・・uli・

　　　　　　　　Amino　acid　｝Stren誤h・f・p・t　St・e・gth・f・p・t

1£u，11eu

V＆1

Pro

T｝Y

AIa

十十十

　十

　十
1

十十十

÷十

　士

＋÷十



長沢，西崎：インシュリンの薬化学的研究（第28報）カツオ・インシュリンの抽出過程における
pH　8の無効な蛋白性沈澱物の構成アミノ酸の種類およびN・末端基について　　　’

217

Spot　No．

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

Inactive　proteill

pr㏄ipitated　at　pH　8

Amino　acid

Thr
Gly

Ser

Glu

Asp

un㎞own
Cys

His

Arg

Lys

Phe

Strength　of　spot

　十

十十

十十

十十十

十十

十十十

　十

十十十

十十十

十十十

　？

Bonito　fish　i皿sulin

Strength　of　spot

十十

十十

十十

十十十

　十

　十

　十

　十㌧

　十

十十十

　実験4実験1の精製物のDNP化：実験1において記した蛋白質の唾液2ccをとり炭酸水素ナトリウム粉末を

：加えてpH　8に調節する・これに1－fluoro・2・4－dhオtr6benzene　O．2　ccを含むアルコール溶液4ccを加え3時間暗

室でDNP化を行なった．反応したDNP化物質の黄色沈澱物を水，アルコールおよびエーテルでよく洗い電圧乾

燥した（収量約5Gmg）．

　実験5酸加水分解およびそのPPC：（a）第25報のカツオの斜面と同様にDNP化物質20　mgをとり，6N塩酸

2㏄加えガラス三管中で5時間110。で加水分解し，分解後エーテル層移行物および水層残留物に分けたが，エー

テル移行物はきわめて少量であった．これらのPPCを行ない，そのペーパクロマトグラムをFig．2に示す．

1。0

．0．9
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0．6
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0．4
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髭
　　0．1
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Fig．2．　The　I旧per　chromatogram　of　DNP．am血。段cids

　　　Qbta㎞ed　fro艶　　the　acid　hydrolysate　of　the

　　　DNP．　inactive　protein　pr㏄ipitated　at　pH　8　fr㎝

　　　the　bonito　fish　S㎞ius　CQrpuscle

　　　E；DNP－amhlo　acids　in　the　ether　layer，　W：DNP－

　　　amino　acids　intlle　water　layer，　DNP；2，4．d㎞itro－

　　　pheno1，璋s：di．DNP，h三stidhle，ε↓ys：DNP．ε．

　　　Iysine

　　　Solvellt：n．Butanol．Isoamyl　a1◎oho1．Ethano1吃pH

　　　5．05buffer（consis給。f　po捻ssi㎜biph肋laむe

　　　and　sodi㎜hydroxide）　〔30；30：11：45〕

、
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　　（b）a）の結果から加水分解をさらに18時間行ない，a）と同様に操作したが，そのペーパクロマトグラムは

Fig．2と全く同じであった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　　献

　　1）　長沢佳熊，西崎笹夫：衛生試報，76。221（1958）・

　　2）長沢佳熊，西崎笹夫：衛生試報，74，179（1956）．

　　3）長沢佳熊，西崎笹夫：衛生試報，77，197（1959）。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　　The　amino　acid　c㎝pos葦t芝on　and　the　nitrogen　tezrminal　ePd－91roups　of　the　inact三ve　proteia　predP1句

tated　at　pH　8　from　the　bonito　Stannius　Corpuscle　were　studied．

　　　In　comparing　the　amino　acid　composition　of　the　inactive　protein　with　that　of　the　bonito　fish　insulin　by

the　two　dimensional　paper　chromatography，　it　was　found　that　the　spots　of　histidine，　arginine　and　lysine

were　larger，　and　the　existence　of　phenylalanine　ere　doubtfuL

　　　The　nitrogen　term血al　end．groups　of　the　inactive　protein　was　studied　by　the　DNP　method　described

1n　our　previous　report3），　and　any　DNP－animo　acids　could　not　be　found．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　Jαne　30，　1959

，
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インシュリンの薬化学的研究（第29報）＊

ヒドラジン分解法によるウシ，クジラ，カツオおよび

ビンナガマグロ・インシュリンのC一末端基につv・て

西　崎　笹夫

Pharmaceutical　and　Chemical　Studies　of　Insulin．　X　X朕．

On　the　Carboxyl　Terminal　End・Groups　of　Ox，　Whale，　Bonito　Fish（働’s謝。π鋸∫

槻即ηs）and　Tumly　Fish（丁乃ン競π∫αZαZ襯8の　Insulins　by　Hydrazinolysis．

Sasao　NISIIIZAKI

まえ．がきとまとめ

　インシュリンのC一末端アミノ酸の分析に関する報告は種々あるが1～7），それらの結果はかならずしも一致して

ない．例えばLensはCarboxypeptidase法によりAla（1～3）1），　FramageotらはUAIH4法によりAla（2），

Gly（2），　Asp（NH2）（2）2・3），　ChibnallとReesは．　LiBH盛法によりA㎏（2），Gly（1），　Asp（NH2）（2），　Leu

（＜1）4・5），血risと■iはCarboxypeptidase法によりAla，　Asp（NH2）6），　WaleyとWatsonはThiohydan－

toin法によりAlaと報告している7）．

　Sangerら9～13）はウシの結晶インシュリンをはじめ，種々の哺乳動物から抽出したインシュリンの構成アミノ酸

の配列順序を決定したが，それらのインシュリンのC一末端アミノ酸はいずれもAlaとAsp（NH2）の2極である

ことが明らかになった．一方赤堀らはヒドラジン分解法によりC・末端アミノ酸を分析し，ウシの場合8）Gly，　Ala，

カツオの場合14）Lys，　Gly（Ala）と報告している．

　署者は第25報15）において2，4－dinitropheny1化（以下DNP化と略する）法によりウシおよびクジラの結鼎イ

ンシュリンを対照としてカツオ・インシュリンのN・末端基を，第26報16）においてビンナガマグロ・インシュリ

ンのN一末端基を分析したが，ウシおよびクジラの場合GlyとPheを得てSangerらの報告したN一末端基と一致

したか，カツオの場合はGly，　AlaおよびLeuの3種，マグロの場合はGly，　PheおよびLeuの3種を得ること

を報告した．今回は赤堀らのヒドラジン分解法17）によりウシおよびクジラの結品インシュリンのC・末端基を分

析し，Sangerらの報告とよく一致することを確め，ついで第25・26報に述べたと同じカツオおよびビンナガマグ

ロのインシュリンの試料についてC一末端基を検討したので報青する，

　トルエン共沸蒸留法18）によって得た無水ヒドラジン（純度：96．0％）（実験1参照）を用い，ウシ，クジラ，カ

ツオおよびピンナガマグ戸・インシ」ンの試料30mgずつをとりヒドラジン分解漂準法117）によりDNP・C・末

端アミノ酸を得た（実験2，Table　1参照）．

　実験2によって得たDNP・アミノ酸を第25報と全く同じ操作により1戸紙クロマトグラフィ　（以下PPCと略す

る）を行なうとき，ウシ，クジラの場合いずれも3個の黄色スポットを得た・これらのうちRfO・37附近のスポ

ヅトは対照に用いたDNP－Alaとよく一致し，　Rf　O．53附近のスポットは対照に用いた2，4・dinitropheno1とよく

一致する．これら2個のスポットのほかにRf　O。65附近のスポットを認めた・また対照に用いたDNP－Glyのス

ポットは試料中に検出されなかったので，赤堀らの報告したGlyはC一末端に存在トないと推定した（実験3－1

～2．Fig，1参照）．著者は実験3－2三の試料の一部をとり，残部を6N塩酸で加水分解しエーテル層へ移行した部

分と実験3－2の試料を同時にPPCを行なった結果，加水分解前の試料は実験3－2と全く同じ結果を得たが，加

水分解後の試料はRfO．65附近のスポットは認められず，別にRfO・04附近およびRfO・11附近にスポットを検

＊第28報は．衛生試報，77，215（1959）．
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出し，これらは対照に用いたDNP－AspおよびDNP・Gluとよく一致し，それらのスポットの強さは論者の方が

後者に比し明らかに弱いことを認めた（実験3・3，Fig・2参照）．ヒドラジン分解を行なうとき，これら2個のス

ポットは遊離の形で分子内に存在する場合および酸アミドの形でC・末端に存在する揚合にのみ生成されることが

知られている17）。したがってSangerらの報告によれば分子内で遊離の形のGluは4分子存在し，　Aspはすべて

酸アミドの形をとる．以上の理由から実験3・3によって得られたDNP－AsPはC・末端に存在するAsP（NH2）1分

子，DNP・Gluは分子内の遊離のGlu　4分子と想定されなければならない．

　一方カツオ，マグロの試料につきそれらのヒドラジン分解物のPPCを行なった結果，カツオの場合DNP・Asp，

微にDNP・Gly，　DNP－Ala附近，　di－DNP・Orn串，2，4－dhtrophenol，ウシ，クジラの場合と全く同じRf値を示

す不明のスポヅト韓および微に2，4dinitrophenylhydrazine嚇8のスポットを得，マグロの場合微にDNP・

Asp，微にDNP・Gly，　DNP－Thr，　DNP・Ala附近，　di・DNP・Orn，2，4・dinitropheno1，カツオの場合と同じ不明の

スポットおよび微に2，4・dinitrophenylhydraz1neを得た（実験3－4，Fig．3参照）．

　実験3・4の試料をウシの場合と全く同様に塩酸加水分罵を行ないPPCで展開するとき，カツオの場合，　DNP－

Asp，　DNP－Glu，微にDNP－SerとDNP－Gly，　DNP－Thr，　d三一DNP，Om，2，4－dinitropheno1および2，4。dinitro．

phenylhydrazineを得，マグ戸の場合，　DNP－Asp，　DNP－Glu，微にDNP－SerとDNP－Gly，　DNP－Thr，　di－

DNP．Orn，2，4－dinitropheno1および2，4－dinitrophenylhydrazineを得た（実験3－5，Fig　4参照）．

　ウシ，クジラ，カツオおよびマグロの加水分外後の試料を同時にPPCを行なうとき，ウシ，クジラの揚合は前

述と全く同じくDNP－Asp，　DNP－Glu，　DNP－A！aおよび2，4・dinitrophenol　4個のスポットを認めたが，カツ

オ，マグロの場合は：DNP－Asp，　DNP－Glu，微にDNP－SerとDNP－Gly，　DNP－Thr，　di－DNP－Om，2，4・di－

nitropheno1および2，4・dhlitrophenyユhydr批ineのスポットを得た（実験3・6，Fig　5参照）．

　またカツオ，マグロについての2回目の実験試料（BN（L　2，　TNo．2）も同様の実験をくり返したが1回目とほ

とんど同じ結果を得た．その加水分解渤中にはカツオ，マグロともにDNP－Asp，　DNP－Glu，微にDNP－Glyと

DNP。Ser，　DNP・Thr，　di・DNP・Om，2，4・dinitroph㎝01および2，4・dinitroph㎝ylhydrazineを得た（実験3・

6，Fig．6参照）．

　著者は同様なPPCを数回くり返したがそれらの結果は原点につけた試料の量やその他のわずかの条件の差異に

よるものか，つねには同一の結果は得られず，その差異はカツオ，マグロにおいては，ウシ，クジラの場合より

とくに著しい傾向を示した．

　しかしウシ（0），クジラ（W），カツナ（BNo．1，　BNo．2）およびマグロ　（TNo．1，　TNo．2）の結果を総括的に

比較するとき，つぎの知見を得る．

　ヒドラジン分解法によりこれらのインシュリンのC一末端アミノ酸を分析するとき，

　1）ウシおよびクジラの1結晶インシュリンではAlaを検出し，他にSangerらの報告による構造式からAsp（NH2）

の存在を想定した．なおまれにきわめて弱いSer，　Glyのスポットが現われることがある．

　2）カツオ・インシュリンでは弱いSer，　Glyを認めた．これらはウシ，クジラの揚合に比しやや強いが，他

のDNP・Asp，　DNP。Glu，　DNP・Thr，　di・DNP－0α】，2，4－d血1々oph㎝01，2，4dln三troph㎝ylhydπ！z重neに比しか

なり弱く，ウシ，クジラの場合にもまれに微に検出されることからヒドラジン分解法により副産物として生じた

串　寧

このスポットのRf値はDNP－Alaとdi・DNP・Lysとの中性に位する．蛋自質中のArgはヒドラジン

分解によりdi・DNP・Omを生成するとの報告17）があるが，著者は常法によりOmのDNP化を行な

い顕微鏡融点測定法によりmp　202。の黄色物質を得た．　この融点はRao19）らの報告したmp　156～

157。とは差があるがPPCの結果1個のスポットを認めそのRf値がよく一致するのでdi－DNP・Om

であろうと推定した．

このスポットは（焦DNP・Asp・β・Hy〔hazideまたはdi・DNP・Glu・α・Hydrazideと推定される（水島，

赤堀篇：蛋白質化挙Wp，255）．

β零＊2・4・dillitrophenylhydrazineのRf値ば2，4・dinltr（㎜i　lineのそれに近いが，前者ばスポットの色調が

　　　鐙色であるに対し，後者は黄色であるため区別できる．なおこの場合の2，4・dinitroph㎝ylhydrazine

　　　の生成は魚類の場合にことに強い．
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ものと考える．Alaはきわめてまれにスポヅトを検出し，　di－DNP－Lysは2，4dinitr（ph㎝01とそのRf値わずか

に小さく2，4・dinitropheno1を昇華寧させた試料についてもなお2，4。d㎞itrophenolの附近にスポヅトを認める

　　　　　　なことがあったので，それがdi－DNP－Lysか2，4－dhlitrophenolの残留物かは断定でぎなかった．したがってAla，

Lysの存在は疑わしい．むしろDNP－AlaとDNP・Lys，　DNP・GlyとDNP－Alaとの申間にスポットを認める

ことが多いので，これら2個のスポットは対照に用い弛di・DNP－Om，　DNP・ThrとそのRf値がよく一致する

ためArgとThrの存：在する可能性がきわめて強いと老える．

　3）マグロ・インシュリンに関してはつねにカツオの場合とほとんど同じ結果を得たが未加水分解物のASPの

存在はNo．1，　Nα2でやや逆の傾向を示した．またカツオの場合に比較し，　Thrの存在はきわめて強いと考え

る．

　4）鎖の中間の遊離のAspとGluおよびC一末端のAsp（NH2）とGlu（NH2）は加水分解臥すべてAsp，　Gluと

なる．そのAsp／Gluの比率はウシ，クジラの場合Sangerらの報告によれば1／4・となり著者の追試し得たそれらの

スポットの強さとよく共通する．カツオの場合AspとGluとは．ほとんど同じ強さを示し，マグロの場合は．　Aspのス

ポットがGluのそれより明らかに強くウシ，クジラの場合のそれと全く逆の傾向を示した．このことは鎖の中間

の遊離のAsp，　Glu，　C一末端のAsp（NH2），　Glu（NH2）の数ににそれぞれの種特異性を示すものとして興味深い．

　またカツオ，マグPのC一末端におけるAsp（NH2），　Glu（NH2）の存在はこの実験からは結論し得ない．

　5）0．65附近のスポットは酸加水分解によりいずれも消失し，DNP。Asp，　DNP－Gluのスポットを認めること

からそれらのいずれか，または両者の誘導体であると考える．

　6）　カツオ，マグ”の場合の2，4・dinitrophenylhydrazineはウシ，クジラに比し明らかに強い．（以上実験3－

8，Table　2参照）．

　著者は1）第25，26報でカツオおよびマグロ・インシュリンに3種のN・末端アミノ酸を検出し，しかもそれら

のスポヅトがほとんど同じ強さ艸であったことは，微量に混有する不純蛋白によるものではないであろう．2）過ギ．

二酸化により少くとも3鍾の鎖に分れること21）．3）C一末端としてArg，　ThrそのほかAsp，　Asp（NH2），　Glu（N

H2）などが考えられるが，ウシ，クジラのインシュリンと同じものとして，未加水分解試料からAspがあらわれ

ることはかならずしもC一末端のASPの存在を確認するものではないから，後三者についてはAsp（NH2）の存

在を仮定した．以上の理由によりカツオおよびマグロのインシュリンの化学構造はS即gerらの報告した哺乳動

物のそれ（下図参照）と比較すると，4本の鎖のうち2本はほとんど共通で，他の2本は互に構造の異なるもの

であろうと推定し，さらに今後の検討にゆずる．

N一末端アミノ酸 C・末端アミノ酸

ウシ・
クジラ

　Phe

カツオマグロ

Ala　P丑1e

ウシ・

クジラ

Ala

カツナ

Arg

マグジ

Gly　　Gly　Gly

1

Gly　　Gly　　Gly

Arg

｛

1

Asp（NH2）　Asp（NH2）　Asp（NH2）

Phe　　Leu　　Leu

Asp（NH2）　Asp（NH2）　Asp（NH2）’

Ala Thr Thr

さらに4）演紙電気泳動でカツナ・マグロのインシュリンの等電点がアルカリ性側にかたよること22），および過ギ

酸酸化により得た3種の鎖のうち1本がアルカリ性が強いことは21），塩基性アミノ酸の多いことが考えられる．

5）Tヤrの存在がウシ，クジラの場合4分子に対し，カツオ，マグロの場合3分越23）であろうなどのことが想像

される．

　本研究に際し終始御懇切な御指導と御校閲を賜わった特殊薬品部長畏沢佳熊博士に深謝するとともに本研究に

御援助いただいた竹中砧色抜官に感謝の意を表する．

ホ　　2，4－d三nitrophenolは昇華法によりほとんど除去できるという20）．

桝　Sangerらの報告によればこの条件ではDNP－Glyの収率はDNP－Leu，　DNP・Phe，　DNP－Alaの約半量

　　であるという．
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笑　験　の　部

　試　料：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　ウ　シ；ウシ・結晶インシュリン（24．5u／mg）

　クジラ：クジラ・結晶インシュリン（22u／mg）

　カツオ：カツオ・無晶型インシュリン（20u／mg）

　マグロ：ビンナガマグロ・無晶型インシュリン（20．3u／mg）

　これらは．すべて第25，26報と同じ試料である．

　実験1無水ヒドラジンの製法；80％ヒドラジンヒドラート509をとり，トルエン5009，生石灰5009と混合

し，密栓して1夜放置後還流冷却詩：；に水酸化ナトリウム管を附し，3時聞加熱したのち蒸留した。93～94℃の留

分の下層を約lCCずつ福色アンプルに封管し実験に供した．この無水ヒドラジンをアゾトメトリで純度を検定し

96．0％を得たこの程度の無水ヒドラジンは充分使用できるといわれる18）．

　実験2　ウシ，クジラ，カツオおよびマグロ・インシュリンのヒドラジン分解：それぞれの試將30mgをとり

Table　1に示す操作にしたがってヒドラジン分解を行ない，　DNP・C一末端アミノ酸を得た．その操作をTable　1

に示す．

　Table　1．　Pr㏄ed皿e　of　hydrazinolysis　of　insulin

insulin　30　mg

Add　O．5cc　of　N。H。　and　heat　at　100⊃C　for　6　hrs．　Remove　N2H2（in

desiccator　over　sulfuric　acid　for　24　hrs）。

Add　O．3cc／ethano120　cc　of　2，4．d…nitro，1．fluorobenzene．　Stir　for

2hrs　in　a　dark　room

・Add　50　cc　of　water　and　then　adjusted　to　pH　1．O　with　2N　HCL

Separate　with　EtOAc，30×2，20×2，10　cc．

　l

Aq．

　l

EtOAc

　　2％NaHCO；墨，

　100，60×2，30×3　cc
　i

　I

Aq。

　iEtOAc，50，30　cc
　I

　1

EtOAc

　l

Aq・

　【

EtOAc
12％N証｛Cq，，50，30，20　cc

　k
　l

Aq．

　1

　l
EtOAc

2N　HC1，　pH　1。O

EtOAc，50，30，20　cc

　「

Aq．

　「

EtOAc
【・・m・veh…・

DNP－amino　acids

　なおカツオとマグロの場合両者の志州は完全には一致しなかったのでそれらの結果を確めるため2回ずつ操作

を行なった．カツナの場合BNo．1，　BNo．2，マグロの場合TNo．1，　TNo・2と称することにする．

　実験3・1実二：ミ2の試｛斗およびそれらの壇談加水分解筍のPPC：ジ調ミ2；こよって得たDNP・アミノ酸を第25穀

と全く同じ方法でpH　5．05の紅衛液を用いる艮蹴7‘液；こより箆；｛した．なおこれらの試料に6N塩酸2ccを加え，

100℃の水浴中で5時｝｝1：加水分謬し，冶径エーテル層へ移行した試｛；｝についても同雛こPPCを行なった．
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ビンナガマグロ・インシュリンのC一末端基について

　実験3－2　ウシ，クジラの場合の実験2の試料について，DNP．Ala，　DNP．Asp，　DNF．Glyおよび2，4－di．

nitrophenolを対照としてPPCを行なった．そのペーパク戸マトグラムをFig．1に示す．

　実験3・3実験3－2の一部を対照とし，残部を実験3－1の方法で塩酸加水分解を行ない，エーテル層への移

行物についてppcを行なった．そのペーパクロマトグラムをFig．2に示す．

1．0

↑

器

三
雪

罎

0．9

0．8

0．7

0．6

0．5

0．4

0．3

0．2

0，1

O

σ0

0

0
Ala　　　　DNP
　　　　O
Asp　　　　Gly

O

0
　　　　　　DNPAIa
　　　　W
Asp

Fig．1．　The　paper　chromatograms　of　DNP．

　amino　acids　obtahled　froln　the　hydrazinoly●

　sates（see　Table　1）of　ox（0）and　whale

　（W）insulins

　O；DNP．alnino．acids　from　ox　insulin，

　W：DNP－amino　acids　from　whale　insnlin，

　Asp：DNP－aspartic　acid，　Ala：DNP－alanille，

　Gly：DNP．glycine，　DNP：2，4．dinitrophenol

　SQlventm．Butanol－Isoa鵬yl　alcQhol－EthanGl

　．pH　5．05　buffer　（consists　of　potassium

　biphthalate　and　sodium　hydroxide）

　〔30：30；11；45〕

1．0

0．9

0．8

0．7

0．6

0．5

↑“4

　　0，3．

＄

」ヨ・

雪　0．2

罎

　　0．1

O

　　　　　　⊂）0

0　　　0
Ala　　O　　O！　DNP

Asp　　　　　　　Giu

O

　　　　　　00

0　　　0
Ala　　W　　W’　DNP

Asp　　　　　　　　Giu

Fig．2．　The　paper　chromatograms　of　DNP．

　amino　acids　obtained　from　the　acid　hydro－

　1ysates　of（0）and（W）shown　in　Fig．1

　0，W；see　Fig．1

0ノ：after　hydrolysis　of　O

Wノ；after　hydrolysig　of　W

　Asp：DNP．aspartic　acid，　Glu：DNP－gluta．

　π1ic　acid，　Ala：DNP－alanine，　DNP：2，4．

　dinitrophenol

　Sblvent：n．Butanol－Isoamyl　al◎oho1。Ethanol

　．pH　5．05　buffer　（consists　of　potassium

　biphthalate　and　sodiu皿hydroxide）

　〔30：30：11；45〕
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　実験3．4BNo．1，TNo．1の試絹についてDNP。T㎞，　DNP・Ala，　di－DNP。Omおよびdi・DNP↓ysを対照と

してPPCを行なった．そのペーパクロマトグラムをFig．3に示す．

　実験3－5実験3－4におけるBNo．1，TNo．1の塩酸加水分解を行ない，エーテル層への移行物についてdi－DNP

Orn，　DNP．A】a，　DNP－Thrおよびdi－DNP↓ysを対照としてPPCを行なワた．そのペーパク戸マトグラムを

Fig．4に示す．．

1．0

0．9

0．8

0，7

0．6

0．5

↑“4

3
三
舞

筐

0．3

0．2

0．1

（つ（つ

　　　　　　000

○

｛：：｝ぐ｝

　　　　、　一

○く）

0

T　　Lys　TLr

Fig，3，　The　paper　chromatogram　of　DNP－amjLno

　acids　obtained　from　the　hydrazhlolysates（see

　Table　1）of　bonito　fish　and　t㎜y　fish　insulhls

　B：DNP。amino　adds　fro血　bon童to　fish　insulin，

　T：DNP．amino　acids　from　tumy　fish　insulin，

　Ala：DNP。alanine，　Om：di．　DNP．ornithine，

　Lys：di．DNP－1ysine，　Thr；DNP．threonine

　Solvent＝n－ButanoLIsoamyl　alooho1－Ethano1－pH

　5．05buffer　（consists　of　potass1um　biphthalate

　and　sodium　hydrox三de）　　〔30：30：11：45〕

Ala　Om　　B

↑
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崔
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Fig．4。　The　paper　chromatogram　of　DNP．amino

　ac1ds　obtained　frQm　　the　acid　hy（hて）1ysates　of

　（B）and（T）曲own血F量g．3

　B，T：see　Fig．3

　B，：after　hydrolysis　of　B，

　T！　：after　hydrolysis　of　T

　Lys，　A㎏，　Om，瓢r：see　Fi＆3

　Solvent　：n。Butano1－Isαa田yl　alcoh1。Ethano1・pH

　5．05buffer　（consists　of　potass1u■n　biphthalate

　a1】d　sodiun■hydroxide）　〔30：30：11＝45〕
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ピソナガマグロ・インシュリンのC・末端基について

　実験3－6実験3－5における加水分解後のBNo．1，　TNα1を実験3・3における加水分解後のウシ，クジラを

対照として同時にPPCを行なった．そのペーパクロマトグラムをFig・5に示す．

　実験3・7BNo．2，TNo．2の塩酸加水分解を行ない，エーテル層への移行物についてdi・DNP↓ys，　DNP・Ala，

di－DNP－OmおよびDNP・Thrを対照としてPPCを行なった．そのペーパクロマトグラムをFig．6に示す．
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Fig．5．　The　paper　chromatogram　of　DNP．amino　acids

　obtained　from　the　acid　hydrolysates　of　hydraz三noly．

sates　of　ox，　whale，　bonito　fish㎜d　t㎜y　fish

　insulins

　O．’：from　ox　insulin，　W！：from　whale　insulin，　B！：

　from　bonito　fish　insulin，　T！；from　tunny　f三sh　insulin

　Solvent：n．Butano1－Isoamyl　alcoho1．Ethano1－pH

　5．05buffer（consists　of　potassium　biphthalate　and

　sodium　hydroxide）　〔30：30：11：45〕

Fig。6．　The　paper　chromatqgram　of　DNP．amino　acids

　obtained　from　the　acid　hydrolysates　of　hydrazinoly．

　sates　of　bonito　fish　and　tunny　fish　insulin　in　Exp．

　3．7

　Bノ，Tノ；see　Fig．5

　0m，　Ala，　Thr，　Lys：see　Fig．3

　Solvent：n－ButanoLIsoamyl　alcohol．Ethano1－pH

　5．05buffer（consists　of　potassium　biphthalate　and

　sodium　hydroxide）　〔30；30：11：45〕
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　実験3・8以上の実験を数回くり返すとき，PPCの試料の量およびそのほかのわずかの条件の差異によるもの

と考えるが，得られた結果は必ずしも一定ではない．この傾向はとくにカツオ，マグロの揚合に著明である，それ

ぞれの実験について推定されたDNP一アミノ酸のスポットおよびその強さをTable　2に示す．

Table　2．　Spots　of　DNP－alnino　acids　obtahled　from　the　hydraz三nolysis　of　insu11ns

1・・pGl・Ser　G’y　Th・A1・0・・L・・ DNP　Un㎞（㎜DNPH躰

＼2竺」…5・・1・・18・・・・・・・・・・・…45・52・55・・650・93

W 十十 十十十　　十十

0 十十 十十十　十十

W
Wノ

0
0ノ

B　No．1
T　No．1

B　No．1
T　No．1

B　No．1
T　No．1

B！No．1
T！No．1

早＋二二 ＝‡‡＝ ＝‡‡‡・サ

早＋早＋　＝ こ‡‡＝ ＝‡‡‡サ

十 ＝　．再　主 十
十

＝‡‡ 十

±

±
十

十 ＝享＋‡ 十
十 ＝‡‡‡＝ 十十

十

十
＝　蒋　二

十
十 ＝＃←‡＋早＋

十十　　十十　　士
十十十　　十　　　士 圭再　＝

十

十
＝‡‡ 十十

十十

B　No．2
T　No．2

轟　＝
士 十

十

十

十

十 ＝‡‡‡‡ 十十
十十

B！No．1
B！No．2

十十　　十十　　士
関十　十十　　＝

士

士 十 十
十
十

早　＋‡＋　＝　‡‡‡

B　No．1
B！No．1

B！No．2
T！No．2

B／No．2
T！No．2

十　　　一　　士
十十　十十　　士

主 十
十

＝‡‡ 十　　　一
一　　十十十

＃卜‡‡至 重‡‡＝ 十

十
士　　十十
士　　十十

＝‡‡‡

十十　　十十　　十
十十十　　十　　十 圭＃←＝ 十

十
士　　十十
士　　十十

＝‡‡‡

T／Nb．1
7r！No．2

十十十　十
十十十　　十 二tρ土≠＝→＝＋二二t＃＝‡‡‡

B！No．2
T！No．2

十十　　十十　　十
十十十　　十　　　十

十
十

十
十

十十
十十

0！

W／
B／No．1
T！No．1

　十　　十十十
　十　　十十十
十十　　十十

十十÷　十

．二　＝‡‡＝
＝＋‡＋＝　‡

＝‡‡‡＝
二　‡‡‡　＝　‡‡‡

0．

W／
B！No．2
T！No．2

　十　　十十十
　十　　十十十
十十　十十　　十

十十十　　十　　　十
士 十

十

十
十

十

十

十十十
十十十
十十十
十十十

十十十
十十十

＊　　see　Fig」1～6

寧　＊2，4，dinitrophenylhydrazhle
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Summary

　　　The　C－termlnal　residues　of　amino　acids　of　ox，　whale，　bonito　and　tunny　fish　insulin　were　studied　by

the　method　of　hydrazinolysis　described　by　Akahori　et　a1．

　　　On　applying　DNP－amino　acids　obtained　through　the　pr㏄edure　of　hydrazinolysis（see　Table　1）to　the

paper　chromatography，　three　spots，　DNP－Ala，2，4dinitrophenoI　and匙mknown　were　found　in　the　case　of

ox　and　whale　illsulin，　whereas　DNP－Asp（seldom），　DNP．Ser（faint），DNP．Gly（faint），　DNP－Thr，　DNP－Ala

（seldom），　di－DNP－Orn，2，4－dinitropheno1，　unknown　and　2，4．dinitrophenylhydrazide　were　found　in　the　case

of　bonito　and　tunny　fish　insul董n．

　　　In　the　hydrolysates　of　these　hydraz1nolysates，　DNP．Asp，　DNP－Glu，　DNP－Ala　and　2，4－dinitrophenoI

were　found　in　the　ox　and　whale　insuli11，　DNP－Asp，　DNP－Glu，　DNP．Ser（fai皿t），　DNP．Gly（faint），　DNP。

Thr，　di－DNP．Orn，2，4・dinitrophenol　and　2，4－dinitrQpllenylhydrazide　were　found　in　bonito　and　tしmny　fish

insulin。

　　　In　the　ox　and　whale　insulin，　Asp（NH2）and　Ala　were　found　as　the　C．terminal　residues　of　amino

acids．　This　result　agrees　with　Sanger’s　report．　In　the　bonito　and　tunny　fish　insulin，　Arg　and　Thr　were

found，　but　Asp（NH2）and　GIu（NH2）could　not　be　certainly　confirlned．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　Juα1e　30，1959




