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インシュリンの薬化学的研究　（第32報）＊

CM一セルローズ・カラム・クロマトグラフィーにより精製したカツオ＊＊および

　　　　　マグロ＊＊・インシュリンの末端アミノ酸と化学構造について

長沢佳熊・西崎笹夫

　　　　　　Pゐαゲ伽αoθ撹盛。αZα％d（フんθ鵬哲。αZS伽醐θs　o物1πs麗Z伽．　XXXII

On艶γ伽伽αZ、4二巴。滋。②（諺sα％〔εσんθ伽馳αL　S加初施ゲθo∫Bo幅ホ。就εんα％d蜘％π野

　　　　弼3ん1πS彿Z伽sP卿がθ♂吻σ胚σ召ZZ％ZOSθCbZZ脇％σんゲ0鵠α加9僧㈱吻

Kakuma　NAGAsAwA　and　Sasao　NlsHlzAKI

　　1）Partially　purified　bonito且sh（16　u／mg）and　tunny　fish（12　u／mg）insulins　were　separated　into

three　main　fractions　by　CM・cellulose　column　chromatography（see　Fig．1，　Exp．1）．

　　2）　Su伍cient　insulin　acitivities　were　found　in　the　secnd　and　third　fractions，　tentatively　assigning

to　Kα，　K：β，　Tαand　Tβ（see　Exp．2）．

　　3）N・terminal　amino　acids　were　determined　by　dinitrophenylation，　and　C．termiHals，　by

hydrazinolysis　and　carboxypeptidase　A（see　Exp．3）．　Tlleir　insulin　activities　and　the　assumed

chemical　structures　were　summarized　in　Schelne　1．

　　4＞　These　insulins　had　given　one　spot　by　paper　chromatography　and　paper　electrophoresis，

and　Rf　vahles　were　rather　smaller　than　that　of　bovine　insulin．　Their　isoelectric．points　were

shown　a　little　higher　pHs．　It　could　be　explained　that　in　the　behavior　of　paper　electropholesis

after　performic　acid　oxydation，　A　chains　were　more　alkaline　than　that　of　bovine　one（Exp．4），

　　5）The　first　fractions　obtained　in　this　chromatography，　had　no　activities　and　they　were

heteroge夏eous　by　paper　chromatography　and　paper　electrophoresis．　The　N．terminal　amino　acids

were　simi11ar　to　that　of　Cryst．　TA，　but　serine　residue　found　in　C－terminals　would　be　suggested

signi丘cant　difference　from　Cryst。　TA（Exp．5）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1967）

　著者らは第30報において，等電点沈でん法による

精製カツオおよびマグロ・インシュリンの末端アミノ

酸を定量的に分析した結果，それらはそれぞれ2種類

のインシュリンが存在することを推定した．

　イオン交換体を用いるカツオ・インシュリンの精製

については，佐竹ら2）のCM一セルローズ・ヵラムク

＊　第31報は衛生試報＝81，34（1963）．

　　本報は昭和36年12月，西崎が「カツオおよび
　マグロ類インシュリンの精製と末端アミノ酸に関す

　る研究」として提出した学位論文の一部分であり，

　昭和37年3月，1厚生科学研究報告“高分子化合物

　製剤の物理化学的および化学的試験法に関する研究

　（第2報）”，主任研究者：長沢佳熊］にも掲載した．

　また昭和37年9月15日，日本薬学会関東支部例
　会において講演発表した．本報の要旨は竹中祐典技
　官によって“Sur　1，insulin　des　poissons，　notam・

　ment　du　scombre　et　du　thon”：P僧。伽づ68　Pんαγ．

　伽αoθz6麗α％θs　17，421（1962）に紹介されてv・る．

　本報に用いたアミノ酸略号はIUPAC・IUBにょっ
　た，B勿。んθ糀．5，1445（1966）

＊＊@カツオ；　K碗s脇σo％物％s砂ασα％s；（K）

　　マグロ：　Tん暫π％秘8αZα伽％9α；（T）

ロマトグラフィーの報告がある．

　本心においては，カツオ・インシュリンについて佐

竹らの方法を準用し，さらにマグロ・インシュリンに

ついても，カツオの場合と同じ条件のCM一セルロー

ズ・カラム。クロマトグラフィーを行ない（実験1），

それぞれ不活性な第1区分およびそれに続く2個の活

性区分に分離し得た（実験2）．それぞれの活性区分を

仮りにα，βと称することにし，第30報1）で述べた

DNP一法によってN一末端アミノ酸を，第31報3｝で述

べたヒドラジン分解法およびカルボキシペプチダーゼ

Aを用いてC一末端アミノ酸を分析した（実験3）．ま

たそれらの炉紙クロマトグラフィー，炉紙電気泳動の

挙動および過ギ酸酸化物の性質を述べ（実験4），さら

に実験1によって得た不活性区分と，前報8～5）で述べ

た不活性たん白結晶Crystal　TAとの比較について

も論ずる（実験5）．

実験　の　部

実験1・　カツオおよびマグロ・インシュリンの
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CM一セルローズ・カラム・クロマトグラフィー

　1。1　実験試料：

　カツオ・インシュリン：　16u／mg

　マグロ・インシュリン：　12u／mg

　これらのインシュリン粉末は清水製薬株式会社から

提供された．

　1・2　カラムの調製：

　CM一セルローズ（0．68　meq／9，　Serva社製）209を

とり，0．5N一酢酸（PH　2．9）に浸して1夜放置する．

これを内径2．8cmのガラス・クロマト管に移したと

き，カラムの高さは約25cmであった．

　1・3　クロマト操作

　各回に試料400mgずつをとり，0．5N一酢酸に溶か

して1・2で記したカラムに吸着させ，溶離に際しては

0。5N一酢酸300mZに1．ON一ギ酸を滴下する系の傾

斜溶離を行なった．流出速度を10～15mZ／hrに規制

し，流出液の吸光度（275mμ）およびpHを測定し

た，それらのクロマトグラムをFig．1に示す．

pH　Optical　Absorbancy
3．

2．5

2．0

3。0

2．5

2．0

2．0

1．5

1．O

0，5

at　275　mμ

2，0

1．5

1．0

0．5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　500（mの

Fig．1．　Gradient　elution　chromatograms

　of　bonito　fish　（upPer）　and　tunny　fish

　（10wer）insulins　through　CM－cellulose

　column
　　Solvent　system＝0．5N－acetic　acid　and

　1。ON－formic　acid

　一：Optical　absorbancy　at　275　mμ

　……：　pH　values

@　　．　　・　　■

@　「　　噛　　　覧

@　　　　　噛　　、

「篭

@鴨

100　　　　200 300 400 500

F量g．1に示した各斜線部分を集め，同じ条件で再

びクロマトグラフィーを行ない，それぞれの区分を凍

結乾燥した試料を実験2に供した．

　実験2・　生理単位の検定

　2・1　実験試料：

　実験1によって分離されたカツオおよびマグロ・イ

ンシュリンの各3区分

　2・2　生理単位の検定法

　それぞれの第2，第3区分について，日本薬局方イ

ンシュリン標準品を対照とする交代試験を行なった．

24時間絶食させた1群3匹の家兎を用い，注射直前

および注射後1時間30分置3時間，5時間後に採血

し，注射後3回の平均血糖値から注射直前の血糖値に

対する降下率を求め，その力価を算出した．なお，注

射用量はインシュリン標準品および各試料の想定単位

から換算して0．9u／（家兎体重2kg）ずっとした．

　2・3　実験結果

　カツオ第2区分は想定単位24u／mgに対して実測

単位24u／mgを，第3区分は想定単位20　u／m9に対

して実測単位16u／mgを得た。マグロ第2区分は想

定単位21u／mgに対して実測単位21　u／mgを，第3

区分は想定単位17u／mgに対して実測単位17μ／mg

を得た．個々の想定単位は各試料の予備試験から求め

たものである。

　カツオおよびマグロの第1区分については佐竹らの

報告および炉紙クロマトグラフィー（実鹸4・2）の結

果からインシュリン作用がきわめて小さいことが予想

されたので，1u／mgと想定し，実験2・2に従って血

糖量の変動をしらべた結果，カツオの場合は平均血糖

降下率23％を，マグロの場合のそれは12％を与えた

ので，通常この条件での血糖降下率は25～30％を示

すことからそれらの生理単位は1u／mg以下であろう

と推定された．なお，両者の第1区分は，グルカゴン

様作用を験すため注射後20分，40分の血糖値をも測

定したが，血糖上昇の現象は全く認められなかった．

　この結果，単離されたカツオ第2区分，第3区分を

れそそれ」脇，」矯，マグロ第2区分，第3区分をそれ

ぞれ％，7βと怠りに称することにし，末端アミノ

酸検定の試料とした．

　実験3．末端アミノ酸の定量

　3・1　　実験試料：

　瑞，Kβ，匹，　Tβおよび対照として用いたウシ・結

　晶インシュリン

　3・2N一末端アミノ酸分析

　第30報1）で述べたDNP一法を適用した．ただし，

塩酸加水分解は105。で行ない，その時間を10時間

および15時間とした．定量結果をTable　1に示
す．

　3・3C一末端アミノ酸分析

　3・3・1　ヒドラジン分解法

　第31報3）で述べた方法を適用した．実験結果を

Table　2に示す．

　3・3・2　カルボキシペプチダーゼAによる方法6）

　各試料約3mgを正確にはかり，水2．OmZを加

え，さらに適当量の0・01N一水酸化ナトリウム液を加
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Table　1．　N－terminal　amino　acid　residues＊（mol／mol）of　bovine，

　　　　Kα，Kβ，　Tαand　Tβ，　determined　by　dinitrophenylation

Species　of　insulin

Bovine

Bonito　fish

Tunny　fish

Kα

Kβ

Tα

Tβ

DNP－amino　acids　extracted　from　the　paperchromatograms

DNP・11e

0．88
（0．92）

　＊＊

　＊＊

0．95
（0．92）

　＊＊

　＊＊

DNP・Phe

0．91
（1．02）

DNP－Va1

　＊＊

　＊＊

0．82
（0．91）

DNP－Ala

　＊＊

　＊＊

0．98
（0．95）

DNP・Gly

0．90
（1．05）

0。95
（0．98）

1．04
（1．02）

0，91
（0．95）

0．90
（0。99）

＊Molecular　weights　of　Kα，　Kβ，　Tαand　Tβwere　assumed　to　be　6000，　and　these　values

wers　corrected　by　the　recovery　coe伍cient　shown　in　the　following：　DNP－Ile　O．63

．（0．与7），DNP－Phe　O．67（0．62），　DNP・Val　O．65（0．60），　DNP－Ala　O．59（0．53），　DNP－Gly　O．22

（0．14）．

Acid　hydrolysis　was　carried　out　at　105。，　in　sealed　glass　tubes　with　5．7　N－HCl，10　hr．

The　values　in　the　parenthesis　shows　the　results　of　hydrolysis　for　15hr．

＊＊Very　faints　spots　were　observed．

Table　2．　C－terminal　amino　acid　residues＊（mol／mol）of　bovine，　Kα，　K昌，　Tα

　　　　and　Tβ，　determined　by　hydrazinolysis　for　6　hr

Species　of　insulin

Borine

Bonito　ffsh

Tunny　fish

Kα

Kβ

Tα

Tβ

DNP－amino　acids　extracted　from　the　paperchromatograms

di・DNP－Lys

＊＊

0．85

＊＊

0，72

di－DNP・Orn

0．89

＊＊

0．79

＊＊

DNP－Ala

1．06

＊

DNP・Gly

＊＊

＊＊

＊＊

＊＊

＊＊

DNP－Ser

＊＊

＊＊

＊＊

＊＊

＊＊

DNP・Asp

＊＊

＊＊

＊＊

＊＊

＊Molecular　weight　of　Kα，　Kβ，　Tαand　Tβwere　assumed　to　be　6000，　and　these　values

　were　corrected　by　the　recovery　coef五cients　shown　in　the　following：di－DNP・Lys　O．25，

　di・DNP－Orn　O．22，　DNP・Ala　O．27

＊＊Very　faint　spots　were　observed．

えてpH　8、に調節する．これにカルボキシペプチダー

・ビA懸濁液（10mg／mZ）を0．025　mZずつ加えたの

ち，室温（20。）に放置して，1時間，5時間および24

時間経過ごとに0．5mZずつをとり，それぞれの溶液

中に存在する遊離アミノ酸にDNP法を適用した結

果，それらの試料液中からDNP－Asnのみを認め

た．その定量結果をFig．2に示す．

　実験4・炉紙クロマトグラフィー，両紙電気妄動，

過ギ酸酸化物の比較

　4・1　実験試料：3・1と同じ

　4・2　游紙ク．ロマ．トグラフィー

　東洋炉紙No．51　Aを用い，ブタノール：酢酸1水

（3：1：4）を展開溶媒として一紙クロマトグラフィー

を行ない，BCG溶液で発色した結果，ウシ・結晶イン

シュリンのRf値は0．55を示し，他方邸，飾，匹

およびTβはいずれもRf値0．45を示し，各試料は

それぞれ1個のスポットのみを認めた，

　4・3　炉紙曜気泳動

　東洋炉紙No。51Aを用い，20％ギ酸（pH　L3）を

泳動溶媒とし，7・5Vlcmの定電圧で5時間泳動を行

ない，BCG溶液で発色した結果，各試料の泳動距離

は，ウシ・結晶インシュリンの場合5．Ocm負極へ，
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Fig．2．　Released　asparagine　from島，玲，

　　　％and％after　carboxypeptidase　A

　　digestiGn

　　一×一：from　O，80　mg　of瑞

　　…×…lfromO．88mgof、降
　　一．＿：from　O．81　mg　of％

　　………：from　O．80　mg　of乃

他方K。，Kβ，処およびTβはいずれも約6．5cm負

極へ移動し，各試料はそれぞれ1個のスポットと認め

られた．

　4・4過ギ酸酸化物の浜紙電気泳動

　過ギ三酸化の方法は前回7）に述べたものによった。

それらの過ギ酸酸化物を4・3と同じ方法で源紙電気泳

動を行なった結果，瓦，媒のisoleucy1鎖はウシ・

結晶インシュリンのphenylalanyl鎖と同じく2．5cm

負極に移動したが，Kπ，　Kβ，島およびTβのglycyl

鎖はいずれも1．Ocm陽極に向って移動し，これはウ

シ・結晶インシュリンの91ycy1鎖が‘2．Ocm陽極に

移動するのと比較し，明らかに小さい．

　実験5・　不活性区分の末端アミノ酸，游紙クロマ

トグラフィーおよび游紙電気泳動

　5・1実験試料

　実験1で得たカツオおよびマグロ・インシュリンの

不活性区分

　5・2N一末端アミノ酸

　3・2の方法を適用して予試験的にN一末端アミノ酸

分析を行なった結果，カツオの場合のN一末端アミノ

酸はGly，　Ala，　Ileのほかに少量のSer，　Aspを，マ

グロの場合のそれはGly，　Val，　Ileのほかに少量の

Ser，　Aspを検出した．ただし，カツオの場合のGly，

Ala，11e，マグロの場合のGly，　Val，　Ileの定量値は

いずれも活性区分のそれに比して1／2以下であった，

　5・3C一末端アミノ酸

　3・3・1に述べたヒドラジン分解法を適用した結果，

カツオ，マグロの場合，ともにdi－DNP－Orn，　d董一

DNP－Lys，　DNP－Gly，　DNP－SerおよびDNP－Asp

のスポットを認めた．以上のスポットの定量値は，活

性区分のそれに比してはるかに小さい値を示したが，

意外にもDNP－Serのスポットが他のDNP一アミノ酸

のスポットよりも強かった．

　5・4　炉紙クロマトグラフィー

　4・2の方法を適用するとき，いずれもRfO・05に

スポットを認めるほか，RfO．45にも微にスポットを

認めた．

　5・5　炉紙電気泳動

　4・3の方法を適用するとき，いずれも8・5cm負極

側に移動するスポットおよびさらに12～14cm負極

側に移動する微量のスポヅトを検出した．

考察とむすび

　以上の実験を通じて次のことを結論する．

　1）カツオ・インシュリン（16u／mg），　マグロ・

インシュリン（12u／mg）をCM一セルローズ・カラム・

クロマトグラフィーに適用することによって，それぞ

れ不活性区分ならびに第30報で推定した2種のイン

シュリンに分離し得た（実験1），それぞれの活性区分

をK。，Kβ，媒およびTβとかりに称することにし，

それらの生理単位として，24u／mg，16　u／mg，21　u／

mgおよび17　u／mgを得た（実験2）．

　H）凡，鞠，玲および乃についてN一末端アミ

ノ酸，C一末端アミノ酸を分析した結果から，それぞれ

対応する末端アミノ酸の組合わせを考え，もっとも妥

当と思われる構造式をScheme　1に示す．

Scheme　1．　Assumed　chemical　structures

　　　　　of　Kα，　Kβ，　Tαand　Tβ

Speciece

　of
insulin

Kα

Kβ

Tα

Tβ

Activity
ulmg

24

16

21

17

N－terminal C．termina1

Gly　i－l

Ile

　　　I－lGly

Ala
　　　　　IGIy

Ile

　　　」一lGly

Va1

　ASn／

　　　Arg

　Asn／

　　　Lys

　Asn／

　　　Arg

　ASn／

　　　Lys

　Scheme　1における」覧，1ζβは佐竹らの報告した

カツオ・インシュリン1，皿に対応するものと考え

る，ただし，佐竹らは塩のN一末端アミノ酸をLeu

と推定しているが，著者らは第30報で述べた微生物

学的検定法の結果から11eとする．また佐竹らはその

C一末端アミノ酸のArgを検出していないが，著者ら

はヒドラジン分解法によってdi－DNP－Ornを検出し
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ているので3）ArgがC一末端であることは確実と考え

る．

　なお，C一末端アミノ酸として存在するAsnはカル

ボキシペプチダーゼAによる定量値が理論値よりも

かなり小さい値を示したが（実験3・3・2），Asn以外

の遊離アミノ酸を検出し得なかったこと，および著者

らが第29報で述べたヒドラジン分解法によってAsn

の可能性を論じたことからもAsnがC一末端に存在

することを認めることにした．同時にこれは他のC一

末端アミノ酸がArgまたはLysであることを示唆

しているものと考える．

　皿）孟，錦，霊および乃とウシ・結晶インシュ

リンとの物理化学的性質の差異として，炉紙クロマト

グラフィーのRf値はウシの場合のそれより明らかに

小さい（実験4・2）。また炉紙電気泳動の結果から，こ

れらのインシュリンの等電点は，いずれもウシのそれ

より塩基性側に存在する（実験4・3）．さらに過ギ酸酸

化物についての炉紙電気泳動の結果から，それぞれの

インシュリンのglycyl鎖がインシュリン分子の等電

点が塩基性側に片寄る原因をなすと考える（実験

4・4）．なおこれは佐竹らがカツオ。インシュリンにつ

いて述べた報告とよく一致する．

　IV）実験1において得た第1区分は血糖に関しては

下降または上昇作用を示さない（実験2・2）．さらに炉

紙クロマトグラフィー，炉紙電気泳動の結果，少くと

も2成分以上の混合物であり，とくに後脳の結果から

α，βインシュリンよりもさらに塩基性の強いたん白

質であることが推定された．末端アミノ酸分析の結果

では，著者らが以前にマグロ・インシュリンから単離

した無効の結晶性たん白質（Cryst．　TA）に相当する

ものとよく似るが，C一末端アミノ酸として比較的強

いSerスポットを得る点がCryst．　TAと異る（実

験5）．

　本研究の一部は昭和36年1月一6月，大阪大学蛋

白質研究所で行なったものである．その間，種々の有

益な御助言を戴いた鈴木友二所長，ならびに成田耕造

教授に謹謝の意を表する．また著者らの得たたん白質

区分の生理検定は佐藤浩，白井浄二両技官の御協力を

頂いた．

　なお，本研究の一部は厚生省科学研究費によった．

さらに試料を提供して頂いた清水製薬株式会社に併せ

て謝意を表する．
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ウサギによるグルカゴン定量法

佐 藤 浩

：rんθGZ％oασo％、B衷）αssα雪。召吻Eαb臨s

且iroshi　SAT6

　　The　Inethod　of　the　glucagon　bioassay　depending　mostly　on　the　U．　S．　Pharmacopeia　XVII　but

using　rabbits　inste3d　of　cats　was　described．

　　The　confidence　interva1（L）calcurated　from　this　assay　was　almost　within　the　limits（く0・1938），

therefore　this　method　is　applicable　to　the　glucagon　bioassay．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1967）

　公定書記載のグルカゴン定量法としては，米国薬局

方XVII法がある．今回，ウサギを用いて同法に若干．

の改変を加えた結果，定量可能であることがわかっ

た．U．　S．　P．法との主な差異は，実験動物としてネコ

の代りにウサギを使用した点と，血糖測定を日局VII

法によった点とである．




