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インシュリンの薬化学的研究（第19報）＊

純系マウスを用Y・るインシュリンの検定

長沢佳熊，中山豪一
西　崎　笹　夫，芹　沢　　　淳

Pharmaceutical　and　Chemical　Studies　of　Insulin．　XD（．　，

On　the　Assay　of　Insulin　by　the　Uniform　Strain　Mice．

　　　Kakuma　NAGAsAwA，　Goichi　NAK：AYAMA，

　　　　Sasao　NlsHlzAKI　and　Jun　SERIzAwA

　まえがき　著者等は第13報Dにおいてインシュリンのマウス・ケイレン法について報告した．ただしそのとき

は雑系の・マウスを用いたが，今回は特に純系マウスを用い雑系と比較しその利点を調べよ’ ､と試みた．ここに用

いたマウスは実験動物中央研究所から配布された純系マウス（ddN系およびSm系）であった．雑系マゥズにつ

いては第13報の成績を引用し（実験1参照），今回の純系マウスによる実験結果（実験2－8参照）と比較した．

ただしこの際，純系マウスは津料飼料Cleaを与えたものであり，雑系マウスは小麦，煮干，野菜を与え試験2日

前からミルクを与えた．

　以上雑系，純系の実験を比較した結果，実験温度35。と37。，および雑系，純系では明らかにケイレソを起す最

少量が異る．またddN系，　Sm系のケイレン状態にも若干の差を認めた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　の　部

　D　注射液の調製　日局インシュリン標準品の適当量を精秤し，日局記載のインシュリン溶剤を用いて20u／cc

の濃度に溶かしインシュリン注射原液とした．　　　　　　　，

　2）試験動物
　　直系（市販マウス）：6　生年月日不明，体重15－20g．

　　ddN系：δ200匹　昭和31・6．5－9に出生したもの．

　　Sm系：δ200匹　昭和31．9．25－29に出生したもの．

これらのマウス30－50匹ずつを飼育箱に入れ飼育した．

　3）実験方法　第13報に準じ試験前日午後4時から飼育室の温度を35。に調節し，飼育箱から水以外の食餌を

とり去る，

　翌朝温度（350）を確かめた．370の実験では午前9時37。に調節した．

　マウスの体重を秤量し，各回のマウスの体重の平均値およびバラツキが均等となるように各群にふり分ける．

　午前11時から各群別にインシュリン原液を溶剤適当量で稀釈した注射液0・25ccずつをマウスの頸背部に皮下

注射し，5・一10匹ずつを径18cm，高さ23　cmのガラス円筒に入れ竹製スノコをかぶせて反応症状を観察した．

症状として定型的なケイレンを起すか，または低血糖性昏睡症状をあらわし，脊位にさせたとき自力で腹位にも

どらないものを反応陽性とした．

　反応陽性マウスはただちに15％ブドウ糖注射液0・5ccずつを腹腔内に注射し，実験終了後反応陰性マウスにも

ブドウ糖を注射して飼育を続けた．これらのマウスは実験終了後少くともユ耳聞を経過して次回の実験に．供した．

　注射直後から30分，60分，90分（1部は120分）の間隔内に起つた反応陽性マウスの匹数から統計的方法に

より直線性を検討し2）3）ED50値およびその信頼限界（％）を算出した．

　また実験3において恒温箱を用いたが，これは注射直後マウスを各個室の金網カゴに入れ，二重ガラス蓋で外

気と遮断し換気装置により一定温度の空気を還流させて内部の温度を一定に保ち反応症状を観察した．

＊　第18幸畏セま本誌　74，　179’）183　（昭孝031年）
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実　験　結　果

　実　験　1

　　使用したマウス：雑系（市販マウス）　　実験場所：恒温室　　実験温度：35。士0．5。

　前回に1部誤りがあったので訂正し，90分観察の結果から用量一反応聞の直線性の検討およびED50値とその信

頼限界を算出しTable　1に示す．

　　　　　Table　1．　Calculation　of　regression　equation，　ED50　and　its　fiducial　limits　of　error．

　　　　　These　data自re　quoted　from　table　13　in　B叫・Hyg・Lab・72，17（1954）　and　partly　corr㏄ted・

　　　　　　　　　o
　Dose　　　log（Dose　No．　of

　　　　　　　x100）Mouse
（U／CC）XCC　（X）　（n）

r
　　　Empirical　Exppeted
P（％）　　　　　　　　Pmbit　　　nw
　　　　Probit　　　（Y）

y nwx　　　nwy

0．0574×0．35　　0．30

0．0630×〃　　　　0．34

0．0861×・ク　　　　0，48

0．0945×〃　　　　　0．52

0．1292×〃　　　　　0．66

0．1418×〃　　　　0．70

25

〃

〃

〃

，ク

〃

5

11

13

17

19

22

20

44

52

68

76

88

4．16

4．85

5．05

5，47

5．71

6．ユ8

4．4

4．6

5．2

5．3

5．9

6．0

13．950　　4．18

15．025　　4．86

15．675　　5．05

15．400　　5，46

11．775　　5．69

10．957　　6．16

4，1850　　58．3110

5．1085　　73．0215

7．5240　　79．1588

8．0080　84，0840

7．7715　　66．9998

7．6825　　67．6060

Tota1 82，800 40．2795　429．1811

　1／Snw＝1／82．800＝0．01208　反＝40．2795／82．800＝0．4865．；7＝429。1811／82。800＝5．1833

　　　　　　Snwx2　　　　　　　　　Snwxy　　　　　　　　　　Snwy2

　　　　　21．2750　　　　　　　　　　　　　　215．5846　　　　　　　　　　　　　2255．1569

　　　（＿）　19．5947　　　　　　　　　（一）208．7826　　　　　　　　　　（一）2224．5954

　　　Sxx＝1．6803　　　　　　　　　Sxy二6．8020　　　　　　　　　　Syy＝30．5615

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（一）27．6155
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　‘2・94『〈κ2〔4〕

　b＝Sxy／Sxx二4．0481；V（b）＝1／Sxx＝0．5951

　The　Regression　equation　is

　　　　『Y＝、亨十b　（x一天）　＝4．05x十3，21

　　1・gED踊＋5炉一一・・忽12

　　　　，．ED50＝0．0276　unit／mouse

　　　　　　　　　　1．962×0．5951
　　9＝t2V（b）／b2＝　　　　　　　　　　　　　　　　　　＝0．140
　　　　　　　　　　　4．04182

　10g　fiducial　llmit（g＞0．1）＝

　　　・＋、童、（・一・）士、（’．、アノ面一＋（x謡一・±血…6一一一・4945

　　∴　Fiducial　iimits　Gf　error（％）ゴ86《プ113％　　　　（P＝0．95）

　実　験　2

　　使用したマウス：ddN系　　実験月日：昭和31・7・6・　実験場所：恒温室　　実験温度；35。±0．5。

　　湿度：64％　　生後日数：約30日　　体重：13岬159

実験経過をTable　2に示す，
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Table　2．　ResuIt　of　response　observed　in　experiment　2．

　　Dose

（U／CC）×CC
n 30min． 60min． 90min． 120min．

0．0574×0ワ25

0．0630×　ク

0．0800×　〃

0．0945X　ク

．0．1292×　〃

0．1418X　　〃

30

〃

〃

〃

〃

〃

0

0

2

2

0

1

（7）＊

（7）

（3）

0　　　　　　　　0

0　　　　　　　　0

2　 （7）　　　　 2　　（7）

2（7）　　2 （7）

0　　　　　　　　0

2（7）　　2　（7）

0．1418×0．50＊＊ 3 0 1　（33） 2　（67） 3　（100）

　　　　　＊　（）：means％value．

　　　　　＊斧Another　three　mice　were　applied，　as　the　re串ponse　was　very　weak．

　実　験3

　　使用したマウス：ddN系　　実験月日：昭和31・7・20．　実験場所：恒温箱　　実験温度；35Q士2。

　　生後日数：約44日　　体重：エ2～219

実験経過をTable　3に示す．

　　　　　　　Table　3．　Resロ1t　of　re叩onse　observed　in　experiment　3．（1）ose　ratio：1．25）

　　Dose

（U／CC）×CC
n 30min． 60min． 90min． 120min．

0．512×0．25

0。640X　〃

0．800X　〃

1．000X　〃

1．250×　〃

10

10

9

10

．9

0

0

1（11）

0

0

2

3

4

5

8

（20）

（30）

（44）

（50）

（89）

6

9

8

7

9

（60）

（90）

（89）

（70）

（100）

8

9

9

8

9

（80）

（90）

（100）

（80）

（100）

　実　験　4

　　使用したマウス：ddN系　　実験月日；昭和31．7．24．　実験場所；恒温室　　実験温度：356士0．5。

　　湿度：54％　生後日数：約48日　体重：14細249

実験経過をTable　4に示す．

　　　　　　　Table　4．　Result　of　response　observed　in　experiment　4．（Dose　ratio；1．5）

　　Dose

（U／CC）×CC
n 30min． 60min． 90min． 120mi算．

0．1500×0，25

0．2250×　　ク

0．3375×　〃

0．5063×　〃

25

〃

〃．

〃

0

0

0

0

0

5　（20）

4　（16）

6　（24）

1　（4）

8　（32）

12　（48）

18　（72）

1　（4）

8　（32）

17　（68）

21　（84）

　以上のうち90分観察の反応から用量反応聞の直線性の検討およびED50値とその信頼限界を求めた．その結

果をTable　5に示す．
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Table　5．　Calculation　of　regressioll　equation，　ED50　and　its　fiducial　lilnits　of　eπor．

　　Dose

（U／CC）×CC

10g（Dose　No．　of

×100）　　Mouse
　　（x）　　（n）

r
　　　　Empirical　Expected
P（％）　　　　　　　　　Probit

　　　　　Probit　　　（Y）
nw y 1騨X nwy

0．1500×0．25

0．2250×　　〃

0．3375×　〃

0．5063×　〃

0．57

0．75

0．93

1．10

25

〃

ク

〃

1

8

12

18

4

32

48

72

3，25

4．53

4．95

5．58

3．4

4．2

4．9

5．7

5．950　　3．27

12．575　　4．57

15．850　　4．95

13．300　　5，58

3．3915．　19．4565

9．4313　　57．4678

14．7405　　78．4575

14．6300　　74．2140

Tota1 47．675 42．1933　　229．5958

　　1／Snw＝1／47．675＝0．02975　　　　　反＝42．1933／47．675＝0．8850；　ヲ＝229．5958／47．675＝4．8159

　　　　　　　　　　　　Snwx2　　　　　　　　　　Snwxy　　　　　　　　　Snwy2

　　　　　　　　　　　　38．8083　　　　　　　　　　　　　208．7919　　　　　　　　　　　　　1128．2271

　　　　　　　　　（一）37，3419　　　　　　　　　　（一）203．1967　　　　　　　　　（一）1105．6997

　　　　　　　　　Sxx＝＝1．4464　　　　　　　　　Sxy＝5，5952　　　　　　　　Syy＝22．5274

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（一）21．3491

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1・1783＜κ2〔2〕

　　　b＝Sxy／串xx＝3．8156　；　V（b）＝1／Sxx＝0．6819

　　The　Regression　equation　is

　　　　　Y＝ラ十b（x－x）＝3．82x十1．44

　　　　1・・ED臓＋5言ヲー・・933・

　　　　　　　．・．ED50＝0．0857u／mouse

　　・一・・V・・）ゆ・一1．讐鴇票819．一・・…

　　10g　fiducial　limit　（g＞0．1）＝

・＋
A≒（一・）㌃ゴ．．9），／一…繍・一・憶評一・9438±・．・858・・．・・8・一・，・2％

　　　　．・．Fiducial　limits　of　error（％）＝84－125％　　　　　（P二〇．95）

　また同様操作により120分観察の反応から回帰直線方程式，ED50値およびその信頼限界を求め，結果のみを

示す．

　　　　回帰方程式　：　Y＝5．03x十〇。65

　　　　ED50値　＝　0．0730　u／mouse

　　　　その信頼限界（％）：　87’》116％

　実　験　5

　　　　使用したマウス：ddN系　　実験．月日：昭和31．11．7．　実験場所：恒温室　　実験温度：37。士0．5。

　　　　湿度：32％　生後日数：約153日　体重：21解329

実験経過をTable　6に示す．

　　　　　　　　　Table　6．　Result　of　response　observed　ill　experilτ1ent　5．（Dose　ratio：1．5）

　　Dose
（U／CC）XCC

n 30min． 60miR． 90min．

0．067

0．100

0．150

0．225

×0．25

X　〃

×　〃

X　〃

22

ク

〃

〃

1

4

6

9

（5）

（18）

（27）

（41）

7

10

16

21

（32）

（45）

（73）

（95）

7　（32）

111 i50）

17　（77）

21　（95）
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実験5ではすべてのマウスは90分後には回復したので以後の観察を中止した．』

90分観察の反応から実験4と同様の操作により直線性の検討およびED　50値とその信頼限界を求めた．次にそ

の結果のみを記す．

　　　回帰直線方程式　：　Y＝3．75x十3．61　　　　　　　　　　　’

　　　ED50値　：　0．0233　u／mouse

　　　その信頼限界（％）・77一・120％

　実験2｛・5の90分および120分観察の結果をFig・1に示す．

　　　　　　　　　　％
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（31　　　　　　　　　！00’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（5）　　　　　　　　　　ノ、　　　　’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　　　へ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　、　　　　　　’　　　　　　　　　　90　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　，’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　14，，’　　　、、　！
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　グ　　ノ　　　　　　　　　　　　　も　　ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　ノ　　　　　　　　　　　　　　　ヘ　ノ
　　　　　　　　　　80　　　　　　、　　　　　　　／”
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，ノ　　〔4，
　　　　　　　　　　70　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　60　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
　　　　　　　　　　5σ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　　　　　　　　　o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
　　　　　　　　　紛　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　　　　　　　5　40　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
　　　　　　　　　飢　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
　　　　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
　　　　　　　　　o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　　　　　　　　缶　30
　　　　　　　　　↑

　　　　　　　　　　20

　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（2）

　　　　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　ら　　　　　　　　　　　　　　ロロリ　　　　　　　　　　　　　　ユヒう

　　　　　　　　　　　E・p・2一＿一一＿＿＿一　　　　　E．p．3」＿＿．一．二』D…×100）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Exp．4」一一一一一＿一＿＿＿一＿一
　　　　　　　　　　　　Exp．5　一一＿＿＿一L一＿＿h一＿一

　　　　　Fig．1．　Dose－response　relatiollship　of　ddN　strain，　from　table　2，3，4　and　6．

　　　　　　　Exp．2，　3and　　4．　：　at　350．

　　　　　　　Exp．5．　　；　at　370．

　　　　　　　　　　　　：　Observed　for　90　min．

　　　　　　　、＿＿．．．．＿．．　：　Observed　for　120　min．

　実　験　6

　　　使用したマウス：Sm系　　実験月日：昭和31．10・25・　実験場所：恒温室　　実験温度：35。±0・50

　　　湿度：35％　　生後日数：約28日　　体重：11－169

実験経過をTable　7に示す．

　　　　　　T・ble　7・Result　of「espo皿se　2bse窪e些ρ聖r「iment　6・璽ose鳳tio：エ5）

　　罐憶　…　ゆ　・・m漉　・・m血　・2・m血・

0．133×　0。25

0．200X　〃

0．300×　〃

0．450×　〃

0．675×　〃

10

〃

〃

〃

〃

0

0

0

0

0

0

0

3　（30）

2　（20）

0

0

0

4　（40）

5　（50）

7　（70）

0

0

5　（50）

6　（60）

10　（100）

　実　験　7

　　　使用したマウス；Sm系　　実験月日：昭和31・11・6・

　　　湿度：38％　　生後日数：約40日　　体重：12－209

実験経過をTable　8に示す．

実験場所；恒温室 実験温度：350±0。5。
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Table　8．　Result　of　response　ol）served　in　experilnent　7．（Dose聡tio；．1．5）

（。／。黙。　n　・・m・血　・・m・・…　　蜘

0．0600＞く0．25　　　　　　　22

0．0900×　〃　　　　　　　〃

0．1350×　　〃　　　　　　　　　〃

0，2025×　　〃　　　　　　　　　　〃

0．3038X　　〃　　　　　　　　　〃

0．4556X　　〃　　　　　　　　　〃

0

0

0

0

1　（5）

2（9會

0

0

2

6

9

12

（9）

（27）

（41）

（55）

0

0　　　　．
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　実験7ではすべてのマウスは90分後には回復したので以後の観察を中止した．90分観察の反応から0・1350－

0．4556u／ccの4用量につき実験3と同様の操作により直線性の検討およびED　50値とその信頼限界を求めた．次

にその結果のみを記す．

　　　回帰直線方程式　：　Y＝4・13x十L54

　　　ED50値：0。0689　u／mouse

　　　その信頼限界（％）　：　84～121％

　実　験　8

　　　使用したマウス：Sm系　　実験月日：昭和31・11・14・　実験場所：恒温室　　実験温度：37。土0・5。

　　　湿度330％　　　　生後日数：糸勺　48｝ヨ　　　体重；13－23　9

実験経過をTable　9に示す．

　　　　　　　　Table　9．　Result　of　response　observed　in　experimellt　8．（Dose　ratio：1．5）

　　Dose
（U／CC）×CC n 30min． 60min． 90min，

0．050xO．25

0．075×　〃

0．113×　〃
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0．253X　〃

25

〃

〃

〃

〃

0

0

2　（8）

2　（8）

5　（20）

2
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Fig．2．　Dose・respollse　relationship

of　Sm　st職i11，　from　table　7｛’9．

Exp．6　and　7．　：　at　350．

Exp．　8．　；at　370．

＿　　　　　　：　Observed　for　90　min．

．．．．．一．．．．．．，＿ F　Observed　for　120　min．
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　実験8ではすべてのマウスは90分後には回復したので以後の観察を中止した．

　90分観察の反応から0．075～0．253u／ccの4用量につき実験4と同様の操作により直線性の検討およびED　50値

とその信頼限界を求めた．次にその結果のみを示す．

回帰直線方程式；Y＝3．83x＋2・94　ED50恒：0・0345u／mouseその信頼限界（％）：83一・119％

実験6－8の90分，120分観察の結果をFig．2に示す．

　雑系および純系マウスの回帰直線およびED50値を比較し，実験1，4，5，7，8の結果をTable　10に示す．

またプロビット坐標によりFig．3に図示する．

Table　10． Comparison　of　regression　equations，　ED50

and　their　fiducial　Iimits　of　error．

Strain　　Temp。 b Regression　equation ED50
（u）

Fiducial　limits　of　　Relative　value
error（P＝0．95）（％）　of　ED50

Ordil旧ry　　　350　　　　4．05 Y＝4．05x十3．21 0．0276 86－113 1

ddN
35。　　3．82

37。　　3．75

Y＝3，82x十1．44

Y＝＝3．75x十3．61

0．0857

0．0233

84～125

77’｝120

3．10　　’

0．84

Sm
35。　　4．13

37。　　3．83

Y＝4．13x十1．54

Y＝3．83x十2．94

0．0689

0．0345

84．解ユ21

83岬119

2．50

1。25
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　　　　（Observed　for　90　min．）
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＿＿＿
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?Q．一．一　Sm　St鰍in．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考察とむすび

　（1｝症状；雑系マウスでは注射後30分～60分でケイレンを起す数が最も多く，そのケイレン症状は大部分定

型的なものである。しかるにddN系では生後30～40日のものは注射後60分～90分に反応陽性のものが多くしか

も定型的なケイレン症状はきわめて少く大部分昏睡に陥るものであった．しかし老齢期になるにしたがい定型的・

ケイレン症状を示すものが多く，反応の出方も雑系のものに近くなる傾向を認めた，Sm系の場合，反応を示すま

での時間および症状は雑系の場合に近い．

　②　健康状態：純系の場合各回の実験終了後死亡するマウスは雑系に比しきわめて少い．これは栄養状態がよ

いためかも知れない．

　（3）ED50：純系マウスは雑系に比し鋭敏度（b）は大きな差異が認められない（Table　10）．しかし同じ35。の実

験では感度は2．5鯉3倍鈍いが37。の実験は雑系の35。の実験に近い．またddN系とSm系では実験回数が少いた

め差があるとは結論できない．

　（4＞ED50の信頼限界＝ED50値の信頼限界は雑系，純系ともセこほとんど差異は認められない．

　したがって（1）～㈲からマウスケイレン法によりインシュリンを検定する場合必ずしも純系マウスを用いる必要

はない．

　終りに本硬究費の1部を各種系統マウスの生理的特徴に関する文部省科単研究費に依った．その研究班長安東

三次博士に謝意を表する．

　　　　　　　　　’　　　　　　　　　文　　　　　献

1）長沢他，本誌7211－19（昭29）．

2）　Burn，　J．　H．　et　a1：Biological　Standardization，　Oxford　Univ・Press．（1950）．

3）Finney　DJ。：Statistical　Method　in　Biological　Assay，　C・Griffin＆．　Co．Ltd．（1952）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

The　assay　of　insuli丑by　mouse　convulsion　method　wa＄done　using　ddN　and　Sm　strain　mice．

The　following　results　were　found：　　　　1

　1）　Young　ddN　strain　showed　seldom　typica1◎onvulsion．

　2）　1n　the　unifo㎜strain，　number　of　dead　mice　after　injectio亘were　less　than　that　of　ordinary

　　　mice　from　the　market．

　3）　The　co＿efficients　of　the　dose－response　regression　were　almost　similar　in　both　strains。

　4）　In　the　experiments　at　35。，　ED　500f　ddN　strain　was　3．1times　larger，　and　Sm　strain　was　2．5

　　　times　larger　than　that　of　the　ordinary　one，　while　in　the　experiments　at　37。，　both　ED　50　and

　　　the　fiducial　limits　of　errors　are　almost　equal　in　the　experiment．　　　　　　’　　　　　　　　噛

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　5）　From　our　experiments，　it　is　not　necessary　to　use　uniform　strain　in　this　method．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　June　18，1957．
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インシュリンの薬化学的研究（第20報）＊

粗マグロインシュリンから単離した結晶性蛋白質につV・て

　　　長沢佳熊，西崎笹夫，平岡　孝，＊＊深沢真司＊＊
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r
　　　　　　　Pharmaceutical　and　Chemical　Studies　of　Insulin．　XX．

　　　On　the　Crystalline　Proteins　Isolated　from　the　Crude　Tunna　Ihsulin．

Kakuma　NAGAsAwA，　Sasao　NIsHIzAKI，　Takashi　HIRAoKA　and　Shinli　FuKAsAwA

　まえがきと総括　著者等はまぐろStannius小体から得た粗インシュリン（16　u／mg）につきScott1）の方法で結

晶化を試みたところ，1部分が六面体結晶となることを認めた（Fig．1参照）．この結晶（以下Cryst・TAと称

す）は分解点228。（褐変）鯉250。（黒変）（日局法）（実験2a参照），窒素（N）17・43％（実験2b参照）・亜鉛（Zn）

1．21％（実験2c参照），ペーパクロマトグラフのRf値もインシュリンとほとんど変らず（実験2d参照）・等電

点は6測7である（実験2e参照）．結晶形はStaub2）等の得たグルカゴン結晶によく似ているがグルカゴンの生物

的作用をほとんど示さず，むしろきわめて弱いインシュリン作用を認めた（実験3参照）．

　また同じ試料に．ついて実験をくり返したが，結晶化のpHがわずかに異なるpH　6．5のとき球状結晶を得，

（Fi9．2参照）これをCryst・TBと称することにした．　Cryst．　TBもまたグルカゴン作用はほとんど認められな

いが，若干のインシュリン作用を示した（実験3参照）．分解点は雛oo（顕微鏡法），窒素（N）17・35％（実験

2参照）であった，Cryst・TAとCryst・TBとの関係については現在詳細に研究中である．

実　験　の　部

　実験1　結晶の単離方法：マグロStannius小体から抽出した粗インシュリン（16　u／mg）600　mgをN／100一

塩酸15ccに溶かす．燐酸緩衝液200　cc，水200　ccおよびN一塩酸16　cc試料溶液を内容500　ccのブラスコに入

れゆるやかにかき一まぜる（pH＝2．03）．東洋演紙No・5で引過後，0．5％塩化亜鉛液4ccおよびアセトン40　cc

を加える．つぎにN一水酸化アンモニウム溶液を注意深く少量ずつ加えてpHを6・2に調節する．この蛋白石濁

溶液をガラス棒で器壁をしばらくこすり，4。の冷暗室に放置し，ときどき沈澱の1都をとり顕微鏡で観察した・

放置後40時間を経過して顕微鏡視野に数個の結晶の存在を確認し（最大径約’15μ），結晶は4－5日後さらに

若干成長した（最大径約20μ）．

　この溶液をかきまぜてしばらく放置するとき，速く沈澱する部分には結晶量が多く，上部の乳濁液中には結晶

量がぎわめて少いことを知り，顕微鏡で注意深く観察しながら結晶量の多い沈澱部分を集め，さらに蒸留水を加

えて数回こ，の操作をくり返し，ついにほとんど完全に結晶部分のみを単離し減圧乾燥した（F三g．1参照）．

Fig．1．　Crystals　isolated　from　the　crude　tunna　insulin．（Cryst．　TA）（x400）．

碁第19報は本誌75号9頁　　＊＊所員外清水製薬株式会社　　＊＊＊かつをのインシュリンか
らも結晶TAにほとんど類似した結晶を得ているが，未だ詳細に検討できなかった．
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　また同一試料250mgをとり同様に操作してpH　6．5で冷暗室に放置した結果，球状結晶の存在を認め前と同

様に蒸留水を加えて沈降速度の差によりほとんど完全に結晶のみを単離した（Fig・2参照）．

Fig。2．　Crystals　isolated　from　the　crude　tu㎜a　insuli11．（Cryst．TB）（×400）．

実験2　物理化学的恒数の測定

　（a）分解点：Cryst・TAを日局M記載の融点測定装置で測定した結果，228。で褐変，250。で全く黒変した．

これを白金板上で加熱するとき気泡を生じ後に白色の残留物を得た．またCryst．　TBは顕微鏡融点測定装置で

測定した結果240。で着色した．

　（b）窒素の含量：アゾトメトリ法3）で窒素を測定した結果，Cryst．　TAは17．43％，　Cryst．　TBは17・35％

であった．

　（c）亜鉛の含量；国際薬局方記載の亜鉛定量法4）に準拠しCryst．　TAの亜鉛を定量した結果12．1γ／童ngで

あった．

　（d）ペーパクロマトグラフのRf値：第15報の方法5）により牛のインシュリン結晶，マグロの無晶インシュ

リンとCryst・TAを同時に展開した結果：，0．28，0．24，0．23であった．またCryst．　TBはCryst．　TAとほと

んど等しいか，やや低いRf値を示した．これらはいずれも1つのスポットのみを検出し，しかもニンヒドリン

呈色は陽性であった．

　（e）等電点：Cryst・TAを日局記載のインシュリン溶剤に溶かし，塩酸および水酸化ナトリウム液を少量

ずつ加えて沈澱の状態を注意深く観察した．沈澱の最もおこる点のpHをガラス電極で測定した結果，等電点は

ほぼ6彬7であった．

実験3　生物学的検定

　（a）単位の検定二Cryst・TAを米酒XVのインシュリン単位検定法6）を適用し，20　u／mgと想定して検定し

た結果約4u／mgであった．（その信頼限界はこの場合の想定単位と実験値とがあまりにもかけ離れていたため非

常に大きく，算出できない）．

　（b）グルカゴンの検定；Cryst．　TAをインシュリン溶剤に溶かし，絶食した家兎2匹にそれぞれ400γ，800

γを耳静脈内に注射し，血糖量の変化を検べた．その結果をFig・3に示す．
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Fig．3．　Assay　of　blood　sugar．

　一・一：injected　800γ／1．9　kg（Body　weight）．

　・～く…：injected　400γ／1．8　kg（Body　weight）。

　These　rabbits　were　fasted　for　20　hr．　before　injection　and　injected　Cfyst．　TA　in惚veniously．

　この結果からグルカゴン作用はほとんど示さずむしろきわめて弱いインシュリン作用を認めた．もしこの結晶

がインシュリン結晶（23u／mg）だと仮定すると400γ注射の場合では約9．2単位，800γの場合はで約1＆4単位

の効力をあらわすはずなのである．

　またCryst．　TBを前と同様に絶食家兎2匹に200γずつ注射した結果をFi9・4に示す．
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Fig．　4，　Assay　of　blood　sugaL

　一・一；injected　200γ／2．3　kg（Body　weight）．

　・×…：in∫ected　200γ／1．6　kg（Body　weight）．

　These　rabbits　were　fasted　for　20　hr．　befQre　injection，　and輌ected　Cryst．　TB　intravenious星y．

　この結果からグルカゴン作用はほとんど認められないが，若干のインシュリン作用を示した．もしこの結晶が

インシュリン結晶（23u／mg）だと仮定すると200γ注射の場合約4．6単位に相当する．

実験4　得量およびインシュリンの回収；Cryst・TAは試料600　mg（16　u／mg）からほとんど完全な結晶151ng，

やや無晶形を含むもの3mg，無晶形490　mg，上澄液を塩析により回収したもの35　mgを徳た．（重量回収率；

90．5％）・またClyst・TBは1試料250　m9（16　u／mg）からほとんど完全な結晶7mg，無晶形ユ80．1ng，上澄液を

塩析により回収したもの551ngを得た（重量回収率；97％）．

いずれも結晶の収率約3％である．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　　献

　　1）　Scott，　D．　A．：Biochem．　J．281592（1934）

　　2）　Staub，　A・et　al・：ノ。βゴ。乙C1診θ〃2．214619（1955）

　　3）岩崎憲：生化学，234（昭26）

　　4）　International　Pharmacopoeia；VoL　皿，274（1955）．

　　5）長沢佳熊，西崎笹夫：本誌74171（昭31）

　　6）米局XVP339－342

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　The　authors　isolated　two　inactive　proteins（Cryst．　TA　and　Cryst．　TB），　which　are　different　in　their

crysta11ine　form，　from　fhe　crude　tunna　insulin（see　Fig．1and　Fig．2）．

　　Crystals　TA　decomposed　at　228。（turned　into　brown）by　the　melting　point　testing　method　of　the

Japanese　Pharmacopoeia，　and　contained　1．21％zinc（Zn），　and　17．43％』nitrogen（N），　and　Rf　value　was

clQse　to　that　Qf　tullna　ihsulin．

　　Crystals　TB　decomposed　at　240。（partly　tumed　lnto　broWn）by　microscope　method，　and　contained

17．35％nitrOgen（N）・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　June　18，1957．
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インシュリンの薬化学的研究（第21報）＊

アイソフェンインシュリンの電気泳動につV、て

長沢佳熊，西崎笹夫
Pharmaceutical　and　Chemical　Studies　of　Insulin．　X）旺．

On　the　Electrophoreisis　of　Isophane　Insulin．

　Kaku］ma　NAGAsAwA．　and　Sasao　NlsHlzAKI

　総括　アイソフェインシュリンの結晶をpH　3・5およびpH　2．2の酸性緩衝液に溶かし，また同時に対照として

牛インシュリン結晶，プロタミソ，インシュリンとプ自賠ミンの混合試料についても電気泳動を行い比較した，

pH　3・5の酢酸一酢酸ナトリウム緩衝液中ではその上昇側ではインシュリン、とプロタミンは分離して移動しない・下

降側では若干の分離が見られるが，これはアイソフェンインシュリンの泳動速度とインシュリンとプロタミンの

混合試料のそれとは明らかに異なるから（Fig・1およびFig・2参照），pH　3・5の緩衝液中でアイソフェンイソシ

ュリン中のインシュリンとプロタミンが泳動前にそれぞれ独立して存在しているとは考えられない．しかしpH　2・

2の塩酸一塩化カリウム緩衝液中では上昇，下降側ともにインシュリンとプ戸タミンは分離して泳動することを確

かめたから（Fig．3およびFig・4参照），　pH　2．2の緩衝液中では2成分はそれぞれ独立して存在しているのであろう．

実　験　の　部

1）　緩衝液の調製

　（a）酢酸酢酸ナトリウム緩衝液

　5M一塩化ナトリウム32　cc，2M一酢酸ナトリウム10　ccおよび3・5M一酢酸200　ccを混和し，蒸留水を加えて

2～とする．（pH：3．5，イオン強度：0・44）．

　（b）塩酸一塩化カリウム緩衝液

　5M一塩化ナトリウム16　cc，1M一塩酸7．52　ccおよび1M一塩化カリウム92．5ccを混合し蒸留水を加えて1

Zとする．（pH：2．2，イオン強度：0．18）．　　　　　　　　　　　　　，

2）試料の調製

　（a）アイソフェンインシュリン注射液を遠心分離した後蒸留水を加えて洗い，ふたたび遠心分離し沈澱をpH

3．5の緩衝液〔1），a〕に溶かして試料とした・別に結晶インシュリンおよびプ回覧ミソをそれぞれ緩衝液〔1）・3〕

適当量に溶かした．こ、れ・ら3検体をセロファン紙で2昼夜40の冷暗室でpH　3・5の酢酸一酢酸ナトリウム緩衝液

〔1）a〕に対して透析した．

　（b）またアイソフェンインシュリン注射液30ccを前記に従い遠心分離した後蒸留水を加えて洗いふたたび遠、

心分離し沈澱をpH　2．2の緩衝液〔1），b〕に溶かして試料とした・別に結晶インシュリソプロタミン50　mgずつを

とり緩衝液〔1），b〕9ccずつに溶かし，これら3検体を前記同様PH　2・2の緩衝液〔1），b〕に対して透析した．

　（c）　プ戸タミンとインシュリンの混合試料は（a），（b）におけるインシュリン，プ冒タミンの試料を等量

混合して試料とした．

3）　電気濠動試験

　常法により前記試料を日立製作所製HT－B型により12・5mAで泳動し，それらの泳動図を撮った．

　アイソフェソィンシュリンはpH　3．5の緩衝液〔1），a〕では1成分として存在する（Fig・1，Fig・2参照）．しか

しpH　2．2の緩衝液〔1），b〕では2成分として存在し，その2成分の泳動はインシュリンとプロタミンの混合液と

同様に動作し，しかもFig・．4の泳動速度の点からもこのことが察知される。

　（a）pH　3・5の緩衝液〔1）・a〕中での泳動についてその泳動図をFig・1に7示し・上昇法における泳動速度を

Fig。2セこ示す．

＊第20報は本誌75号17頁
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→Asc． （A） Des．← →Asc． （B） Des．←

　　→Asc．　　　　　（C）　　　　　Des．←　　　　　　　→Asc．　　　　　（D）　　　　　Des。←

Fig．1．　Descending　and　ascending　electrophoreisis　patterns　of　protamine，1sophane　insulin，

　　　the　mixture　of　Protamine　and　Insulin，　and　Insuli11，　in　O．44　io皿ic　strength　acetic　acid－

　　　sQdium　acetate　buffer　Qf　pH　3．5．

　　、（A）：Protamine，30　min．

　　　（B）　＝lsophane　insulin，40　min．

　　　（C）：Mixture　of　protamine　and　insulin，30　min．

　　　（D）：Insulin，60　min．
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Fig．2．　Comparison　of　mobility　in　ascending」（pH：3．5）

　　　（A）　＝Protamine．

　　　（B）　：lsophane　insulin．

　　　（C）：Mixture　of　plotami口e　and　insulin・

　　　（D）　＝1勲suli11．
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（b）pH　2・2の緩衝液〔1），　b〕

Fig。4に示す．

中での泳動についてその泳動図をFig・3に示し，上昇法における泳動速度を

→Asc． （A） Des．← →Asc． （B） Des．←

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　→Asc．　　　　　　（C）　　　　　Des．←

Fig．3．　Descending　and　ascending　eIectrophoreisis　pattems　of　Prota］min，　Isophane　insulin，

　　　the　mixture　of　Prota皿ine　and　Insulin，　in　O，18　ionic　strength　hydrochloride－potassium

　　　chloride　buffer　of　pH　2．2．

　　　（A）　；Protamine，60　min．

　　　（B）：Isophane　insulin，90　min．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　（C）；Mixture　of　pro㎞ine　and　insulin，60　min。
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　　　F五g．4．Co皿parison〔》f　mobility　in　ascendi血g．（pH：2。2）

　　　　　　　（A）：Protamine．

　　　　　　　（B）　；lsophane　insulin・

　　　　　　　（C）＝Mixture　of　protamine　and　insulin．

終りに電気泳動操作につきお世話頂いた当所食品部竹内末久技官に謝意を表する．

110 120（min．，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　By　the　experiment　of　the　electrophoreisis面ith　isophane　insulin，　insulin，　protamine　and　their　mixture

in　the　acet｝c　acid－sodium　acetate　buffer（pH． R．5）and　hydrochloride－pota舘iuln　chloride　buffer（pH　2，2）

solution，　the　authors　found　that，　in　the　pH　3。5buffer，　isophane　insulin　moved　as　one　compoue戒y

while　in　the　pH　22　buffer，　it　moved　as　two．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　June　18，1957．
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　　　　　　　　　　インシュリンに関する資料（その1）

インシュリン亜鉛懸濁注射液，結晶性インシュリン亜鉛懸濁注射

液および無晶性インシュリン亜鉛懸濁注射液の検定基準について

ノ 長沢佳熊，竹中鮪典，．西崎笹夫

佐藤　浩，白井浄二，岡崎精一

　　　　　　　　　　　0η　the　Insulin，　No．　1．

Test　Requirements　of　Insulin　Zinc　Suspension，　Crystalline　Insulin

　　Zinc　Suspension　and　Amorphous　Insulin　Zinc　Suspension．．

Kakuma．NAGAsAwA，　Yusuke　TAKENAKIA，　Sasa6　NlsHlzAK：1，

　　Hiroshi　SATδ，∫oji　SHIRAI　and　Seiichi　OKAzA耳1

　1952年Hallas・Mφ11er，　Petersen，　Schlichtkru111）はインシュリン結晶に亜鉛を多く含む製品を製し，とれが

すぐれた持続作用を呈することを発見し，Ultralente　Insullnと呼び，晶晶形のものを6emilente　Insulin，前者

を70％，後者を30％含むものをLente　Insulinと呼んだ．いずれもインシュリンの水性懸濁注射液で，1954年N

NR2）に，1955年英国薬局方追補3）（以下英局と略す）に収載された．これらはつぎのような名称で呼ばれるよ

うになり，また作用の持続もつぎのようにいわれている．

英国薬局訪の各称
国家検定におけ

る名称

　　注射後の作用．時聞

開　　始　　最　　高　　持　　続

Ultralente Insuli且Zinc　　　　　　結晶性インシュリン
Suspension（Crystalline）　亜鉛懸濁注射液 4～6 24～25 24～30

Lente ・・…i・Z…S・・p・・・…繭謝羨ン亜鉛 1～2 ．10～20 約24

Semilente Insulin　Zinc　　　　　　　無晶性インシュリン
Suspensio11（Amorphous）　亜鉛懸濁注射液 1～2 10～12 12～22

　これらの内，Ultralenteはプ戸タミン亜鉛インシュリン注射液に，　Lenteはアイソフェγインシュリン注射液

に相当する持続作用を有する．また米国ではLente製品のみが許可され市販されている．．

　これらの製品の特長は　1）プFタミンのような異種の蛋白質を含まない持続化インシュリンであるこ．ζ，2）

注射後の作用について，3製品を用時適当に混合して，目的とする発一時聞を求めるこ・とができること，である・

（ただし混合し放置後使ってはならない）．．

　本晶の規格および試験法は，英局追補（1955），FDA規則り（以下FDAと噛す）に記されている・筆者等はこ

れらを参考としてインシュリン亜鉛懸濁注射液（以下〔L〕と略す），結晶性イγシユリ．ン亜鉛懸濁注射液（以下⊆¢〕

と略す），および無晶性インシュリン亜鉛懸濁注射液（以下〔A〕と略す）の検定基準を作成したのでこ．こに報告す

る．なおこれらの基準による国家検定は，昭和32年6月1日から実施されるようになった・．

　まず製品のおのおのについての製法の概略を記し，つぎに〔L〕の基準を示し（〔C〕および〔A〕と異なる箇所に

下線を付け，それに相当する〔C〕および〔A〕の条文を挙げる），以下〔L〕基準中の（注）に従って実験例を

挙げながら参考；事項を述べiる．

　（以下Uとは単位の略号である）．
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製 法

　〔C〕単位既知のインシュリンを，塩化亜鉛を含むN／50塩酸（塩化亜鉛濃度は40u／ccの製品を作る場合はZ

nとしてα0133W／V％，80　u／ccの場合はZnとして0．0266　W／V％である）適量に溶ムした液1容に，酢酸

ナトリウム5，44W／V％および塩化ナトリウム28　W／V％を含む液1／3容を加え，水酸化チトリウムでpHを5．

4～5．5とする．約20時間ふりまぜ結晶を析出させ，この懸濁液に水酸1ヒナ1・リウム，塩化亜鉛および適当な防腐

剤を含む液を加えて9倍量にする．この液中の水酸1ヒナトリ1ウムおよび塩化亜鉛の濃度はそれぞれ40u／ccの場

合は0．014W／V％および0．0077　W／V％（Znとして），80　u／ccの場合は0・017　W／V％および0・0111　W／V％

（Z丑として）である．最終製品のpHは約7・3とする．

　〔A〕単位既知のインシュリンを，塩化亜鉛をZnとして0・01W／V％含むN／50塩酸適当量に溶かした液1容

に，適当な防腐剤を含む塩化亜鉛1容液（塩化亜鉛濃度は40u／cc　4）製品を作る場合はZnとして0．　GG875　W／V％，

80u／ccの場合はZnとしそ0．01375　W／V％であ．る）8容を加え，更に最終製品が酢酸ナトリウム0，136　W／V

％，塩化ナトリウム0．7W／V％およびpH約7．3となるような量の酢酸ナトリウム，塩化ナトリウムおよび水酸

化ナトリウムを含む液1容を加える．

　〔L〕上記〔A〕3容と〔C〕．7容を混合する．

　注　以上製法は英局に従った．このほかにNOvo社の特許法5）（結品インシュリンをpH　7の塩化亜鉛水溶液r11

　　に懸独し，Zn含量2．3％のインシュリン結晶を製する方法）およびOrganon社の特許法5）（同社の製品111－

　　su！in－Tardumの製法で，こり製品は厳密には結晶性イソシユリソ亜鉛懸独注射液とは異なるも，筆者等の試

　　験では著明な特続作用を家兎の血糖降下力について認めた）もある。

基 準

　インシュリン亜鉛懸濁注射液検定i基準

　本品はインシュリン注1）および亜鉛を緩衝液注2）中に懸濁した無菌の液で，表示単位の90～110％鋤に対応するイ

ンシュリンを含む・本品の懸濁インシュリンの5ち約70％は結晶でその他は無晶形である・注り（〔C〕．一・はほとん

どすべて結晶形である．〔A〕…はほとんどすべて無晶形である・）また表示インシュリ．ン100単位量につきZn（＝

65．38）0．15～0．3m皿g注5）を含む．

　性状　本品はほとんど白色の懸濁液である．本奇中の懸濁物を鏡検するとき，その過半は単斜晶系の結晶で，

その大ぎさは10～40μである．その他の部分は無晶形でその大ぎさは2μ以下である．（〔C〕…ほとんどすべて

結晶でその大きさは10～40μである．〔A〕…ほとんどすべて無晶形で一定の形状を示さない．その大きさはほ

とんど2μ以下である．）

　二品は安定剤として酢酸ナトリウム0．15～0．17W／V％，塩化ナトリウム，注6）0．65～0．75　W／V％および防腐剤

としてパラオキシ安息香酸メチル，パラオキシ安息香酸エチル，パラオキシ安息香酸プロピルまたはパラオキシ

安息香酸ブチル注7）0．09～0．11W／V％を含む，

　本丁のpHは7．1～7．5注8）である．

　確認試験　（1｝本品に塩酸少量を加え，pHを2．5～3．5とするとき沈澱は溶け，ほとんど無色澄明の液となる。注9）

　②ωの澄明な液にづき，・インシュリン注射液の確認試験②を準用する・注9）

　（3）本字に塩化第二鉄試液2～3滴を加えるとき赤褐色を呈しこれに塩酸を加えるとこの色は退色する・注！o）

　㈲　本刑につきインシュリン注射液の定量法を準用して試験を行うとぎ，注射後7時問の血糖量は家兎の過半

数において注射前血糖量の85％以下である．ただし注射は；四品をそのまま1／100ccの目盛のある注射筒を用いて

量り，家兎5匹を用い，その体重2kgにつき表示の1．2単位量を注射し採血は注射前および注射後7時聞に行い

血糖を定量する．注u）（〔C〕・∵注射後9時間，〔A〕には㈲項を記載しない．）

　純度試験　ω　全窒素量：本品を一般試験法第11項のセミミクロケルダール法により窒素を定量すると．き，．そ

の量は表示の100単位量につき0．7mg注12）以下でなければならない．

　②　上澄液中のインシュリン　本品を遠心分離または演過して得た澄明な液につ．ぎインシュ’リン注射液の定：量

法を準用するときその含量は表示インシュリン単位の4％以下でなければならない，酬）
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　定量法　（1）インシュリン　本品1ccにつきN／10塩酸0．2ccを加えて澄明とした液についてインシュリン注射’

液の定量法を準用する．

　（2）亜鉛　グロビン亜鉛インシュリン注射液の定量：法（2）を準用する．

　（3）結晶性インシュリン注14）本品の表示至qq単位量：を正確に量り，（〔C〕，〔A〕…400単位量）遠心分離して上澄

液を除ぎ，残留物を水5ccに懸濁しアセトン緩衝液10　ccを加え3分間ふりまぜた後遠心分離する．上澄液を除

き再び同じ操作をくり返す，残留物を稀硫酸に溶かし全量をユ5ccとする。この液につき一般試験法第11項の

セミミクロケルダール法によ．り窒素を定量するとぎ，全窒素量：の55～70％でなければならない．（〔C〕…85％以

上，〔A〕…30％以下）

　注　アセトン緩衝液：酢酸ナトリウム8．159および塩化ナトリウム429を水に溶かし　N／10塩酸68cc，アセ

トン150ccおよび水を加えて500ccとする．

　貯法および有効期間　密封容黙に入れ1～150で貯える，有効期間は検定合格の翌月から18カ月とする注15）・

　製品　通例1cc中40または80単位を含む．

参　考　事　項

　注1）インシュリンの全国素量限度を0・7mg／100　u以下としたので少くともその純度は21　u／mg程度以上の

結晶でなければならない．

　注2）酢酸ナトリウム緩衝液を用いる．この濃度はFDAに準じた．プ戸タミン亜鉛インシュリン注射液および

アイソフェソインシュリン注射液で用いられている燐酸ナトリウムは本品には使えない．

　注3）従来の持続性インシュリン製剤は85～115％としたが本品には他の蛋白質を加えていないので英局に準

じて90～110％とした．（第3表参照）

　注4）製法に述べたように，本品は〔C〕と〔A〕を7；3の割合で混合して調製される．この混合比を適当に

変えることにより持続時間を調節できるので臨床上他の製剤にない利点がある．これについて行なった動物実験

例をつぎに示す．（第1表参照）

　実験例L　混合比と持続時間との関係

　体重1．95～2．65kgの家兎を22時聞絶食させておき，その体重2kgに対して1．2単位を注射した．使用した

〔C〕，〔A〕は共にNovo（Denmark）製品である．注射前血糖量を100としたときの注射後血糖量を第1表に示

す・なおこの値は1群3匹ずつで行なった平均値である．

第1表　　混合比と持続時間との関係

混　合　比　　　注射前血糖値

〔C〕：〔A〕　　　　（mg％） 2

注射後．血糖減少率（％）
　3　　　　　　4　　　　　　6　　　　　　9 12（旧聞）

1：1

3；2

7：3止〔L〕

〔C〕

104

107

102

110

57

49

63

71

75

66

84

70

66

63

98

82

80

61

91

73

7・3の比に混合したもの馳の類膿品グぼ唖鉛イソシ・リン注射液と比較虞，｝よるか瞬鶴間が

長い．

　注5）FDAぽ全亜鉛量を100単位につき0．20～0．25mg，上澄液中にその40～65％を含むと規定レている・英

局では上澄酒中の亜鉛のみを定量し，40u／cc製品では0，0055　W／V％以下，80　q／cc製品では0．　Og7Q　W／V％

以下と規定しているが，これを換算すると．FDAの上澄野中の範囲（40～65％）にほぼ等しくなっている，この基

準では窒素量が多くなっている点，試験法などを考慮していくらか範囲を拡げた，

　実験例2．全亜鉛量と上澄液中の亜鉛量
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NovoおよびLilly社製品についての実験結果を第2表に示す，

　　　　　　：第2表

全　亜　鉛　量 上澄翌翌め亜鉛量および％

Novo　〔L〕　40　u／cc

Novo〔L〕40　u／cc
0．208mg／100　u
O．235mg／100　u

0．12mg
O．11mg

58．7

46．8

　　　　　　Lilly〔工〕40　u／cc　　　　　O．20　mg／100　u　　　　　　O．13　mg　　　65

　なお，この基準には規定していないが，上澄液中の亜鉛量も規定する必要があると考えられ．る．

　注6）塩化ナトリウムは他の製剤におけるグリセリンと同じく液を等張にする目的で加える．

　注7）英局には「適当な防腐剤」と記＝倒し特にその晶名を示：していないが，FDA，　NNRにはパラオキン安息香

酸メチルと記載している．この基準はFDAに準じた．

　注8）英局は7．2～7．5，FDA，　NNRは7．1～7．5である．

　注9）ω，②ともにプロタミン亜鉛インシュリン注射液（国外），アイソフェンイソシェリン注射液（国家検定

基準）と同じである。

　注10）緩衝剤である酢酸ナトリウムの呈色反応である．

　注11）持続作用は家兎の個性によりかなり差を生ずることがあるが，通例の家兎についてはこの試験で充分と

考えられる・（第3表参照〉

　注12）FDAは0・65　mg／100　u以下で実験結果（第4表参照）はこれでよいが，一応0．7mg以下とした．

　注13）英局に準じたが，実験では規定よ．り下廻った結果を得ている．（第3表参照）

　実験例3・注3），注11），注13）に関する実験例をまとめて第3表に示す．

　　　第3表

事話朋輩塗・・シ…趨値上陣中の・・シ… 持　　続　　作　　用

NOvo　〔L〕　40　u／cc

Li11y　〔正〕　40　u／㏄

98％

103％

　　　　　4％以下　　　5匹中3匹（81，77，8ε％）適

興国にほとんど変化が5匹申・匹（79，83，75，85％）適

　注14）アセトン緩衝液によって無晶性インシュリンは抽出され，残留した結晶性インシュリンの窒素量を定量

することにより，混合比を知るのである．この基準では一般試験法第11項のセミミク粋ケルダール法を用いて窒素

を定量するため，寒々やFDAの方法をいくらか変えた．〔A〕については英局に記載されていないが，これら3

「種を明確に区別するためこの基準には加えた．これについての実験例を第4表に示す．ただし遠心分離の操作中．

回転数および回転時間を．それぞれ3000回転，5分間（半径13cm）で行った．この条件は一定にする必要がある

と考える．また〔A〕については更に検討中である．

　　　第4回忌全窒素量および結晶性インシュリンに関する実験例

製 品 別
　　　　　　　　　　　　　　結晶性インシュリン
全窒素量（mg／100　u）

　　　　　　　　　　　　残留物の窒素（mg／100u）　　　　％

NOVO
NOVO
NOVO
NOvo
Lilly

Toronto

〔エ〕40u／cc

〔L〕　40u／cc

〔C〕40u／cc

〔A〕40u／cc

〔L〕40u／cc

〔L〕80u／cc

0．470

0．584

0．466

0．411

0．235

0．414

0．319

0．379

0．431

0．107

0．132

0．232

68

64．4

92．5

26

56

56

注15）英局では凍結を避け，なるべく低温で貯える．その温度が20。に近いと効力は獄退する・有効期間は製



長沢，竹中，西崎，佐藤，白井，岡崎；インシュリンに．関する資料（その1）インシュリン亜鉛懸濁注射液，
結晶悸インシュリン亜鉛懸濁注射液および無晶性インシュリン亜鉛懸濁注射液の検定基準について 417

造年月日より2年間となっているが，プロタミン亜鉛インシュリン注射液（国薬）に準じた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

1）

2）

3）

4）

5）

6）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　　献

Hallas－MφUer．　K．，　Peterse血．　K，，　a亘d　Schlichtkru11．　J．：S6ゴ6膨，116，394（1952）・

NRR：463（1955），395（1956），430（1957）．

British　Pharmacopoeia1953：Addendum，（1955）；34～40．

Food　and　Dru言Ad皿inistration：ユ44・ユ4～15，．　July，（1954）。

Novo　Terapeutisk　Lal）oratoriuln：Brit．　Patent．711，276　C．　A．49，572（1955）

J．D．　H．　Homan，　J．　Jens（to　Organo11，　Inc．）：U．　S．　Patent．2，787，575，　C・A・51・9099〈1957）

Summary

　Tests　and　Standards　for　the　national　assay　of　Insulin　Zinc　Suspension，　Crys1葱11ine　Insulin　Zillc　Sus－

pension　and　Amorphous　Insulin　Zinc　Suspension　were　proposed　by　the　authors　in　reference　to　the

British　Pharmacopoeia　Addendum　1955．and　the　regulations　of　the　Food　and　Drug　Administration．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　June　18，1957

亀
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　　インシュリンに関する資料（その2）

日局インシュリン標準晶（1955）の力価検定

長沢佳熊，佐藤　浩，白井浄二

　　　　　　　　　　　　　011t1】e　Insulin　No．　”．

On　the　Assay　of　the　Japanese　Phamlacopoeia　Insulin　Standard（1955）．

Kakuma　NAGAsAwA，　Hiroshi　SAT6　and　J6ji　SHIRAI

　まえがき　Connaught■aboratories，　Toronto製結晶インシュリンを，日局インシ．ユリン標準品（1955）と

するために，国際標準品（1952）および日局標準品（1954）と比較してその力価を検定した0で，その成績につ

いて報告する．

実　験　方　法

　1）検定法　この報告では米局XV1）記載の（2－2）用量方式による交叉試験法を用いた・ただし血糖測定は日

局VI　3）法に準拠した．

　2）標準液および検液の調製法　標準品，検体共に日局、信丁丁の溶剤を用いて溶かし，標準品は1cc申20単位

を含むように調製して標準原液とし，検体は表記単位に従って1mg中23，6単位を含むものとみなし，1cc中20

単位を含むように調製して検体原液とした．この両原液を実験当日更に前記溶剤を用いて適当な濃度に稀釈して

注射した．高用量と低用量との比は2：1とし，注射用量はすべて0・5ccとした．

　3）実験動物　体：重1．8～2。6kgの健康な家兎24匹を用い，実験当日は実験終了後まで飼料を与えない．

　4）採血時間その他　注射後1時間および2時四半の2回採血する，第2回の試験は第1回試験を行なった日

の翌日に実施した．採血量および血糖測定などはすべて日局、πと同様に行なった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　結　果

　前記の実験条件に従って行なった実験の結果をTable　1，2，3に示ず．なおTable中SHおよびSLはそれぞ

れ標準液の高用量および低用量を，THおよびTLはそれぞれ検液の高用量および低用量を示す．

Table　1．　2and　2　Dose　Assay　of　Illsulin．　　（Exμ1）

GrouP
Rabbit

　No． 1st　Day

Response

2nd　Day

　y
（H－L）

Ti

1

1

2
3
4
5
6

SH

72
105
142
ユ21

124
121

TL

119
121
170
174
．155

151

一47
－16
－28
－53
－31
－30．

一205＝T1

2

7
8
9
10
11
12

SL

134
95
119
129
140
101

TH

128．

77
98
98
118
74

一6
－18
－21
－31
一一
Q2

－27

一125＝T2
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Gエoup

Rabbit

　No． 1st　Day

Response

2nd　Day

　y

（H－L）

Ti

3

13
14
15
16
17
18

TH

117
135
145
110
134
120

SL

156
156
159
164
155
141

一39
－21
＿14
－54
－21
－21

一170需T3

4

19
20
21
22
23
24

TL

145
131
153
134
148
131

SH

128
115
130
126
128
123

一17
－16
－23

＿8
－20

－8

一92＝T4

SH＿琴u／㏄；．　SL・∵1u／cc；　TH…0．0847　mg／cc；　TL…0．0424　mg／㏄

　　M！＝　一◎．GOIG；Potency＝23．55　Units．

　　　1，＝三2×0．0602

　　　　Fiducial　Iimits　of　error＝87．0～114．9％

　　　　　　　　　　　　　Table　2．　2alld　2　Dose　Assay　bf　Insulin，　（Exp．2）

Group
Rabbit

　No． 1．st　Day

ReSpoase

2nd．Day

　　y

（H－L）

Ti

1

1

2
3
4
5
6

SH

86
111
134
124
143
105

TL

157
193
184
203
172
139

一71
＿82
－50
＿79
－29
－34

一345＝T1

2

7
8
9
10
11
12

SL

127
116
120
141
143
90

．TH

117
84
85
116
127
58．

一10
－32
＿35
＿25
－16
－32

一150＝T。
　　　　　鉗

3

13
14
15
16
17
18

TH

107
136
148
125．

102
128

SL

150
171
168
191
177
159

＿43
＿35
－20
＿66
－75
－31

一270＝Ta

4

19
20
21
22
23
24

TL

138
コ27

163
101
142
131

SH

127
125
138
65
131
118

一11

＿2
＿25
－36
－11
－13

一98＝T4

SII・一1。8u／cc；　SL…0．9u／㏄；　TH…0．0763　mg／cc；

　　M／＝一〇．0080；　Potencyコ23．17　Units

　　　L＝2×0．0639

　　　　Fiducial　limits　of　error＝86．2～115．7％

TL…0。0382　mg／cc
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Table　3．　2a員d　2　Dose　Ass寂y　of　Insulin，　（Exp，3）

Group
Rabbit

No． 1st　Day

ReSpopse

2nd　Da署

　y
（H一る）

Ti

1

26
25
27
28
29
30

SH

101
96
102
163
83
103

TL．

143
121

皿2
219
186
155

一42
－25
－20
－56
－103
＿ら2

一298＝T1

2

31
32
33
34
35
36

SL

174
169
143
163
135
128

TH

145
115
117
145
101
101

一29
－54
－26
－18
－34
－27

一188＝T2

3

37
38
39
40
41
42

TH

146
143
129
86
112
102

SL

207
190
185
133
174
162

一61
－47
－56
－47
－62
－60

一333＝T3

4

43
44
45
46
47
48

TL

157
171
163
133
160
159

SH

109
149
118
104
134
134

一48
－22
－45
－29
－26
－25

一195＝T4

　　SH…2u／㏄；　SL…1u／cc；　TH…0．0847　mg／cc；　TL…0．0424　mg／cc；

　　　M！＝0．0083；　Potency＝24．05　U夏its；

　　　L＝2×0。0530

　　　　Fiducial　lilnits　of　error＝88，6～113．1％

　以上のごとくにして得た力価について重みを加えた平均値を求めると1mg当り23．64単位となった．これを

Table　4に示す．

　　　　　　　Table　4　The　Weighted　Mean　of　the　Potency　of　th臼In∋ulin　Sample　by

　　　　　　　　　　　　the　Three　Assays．

Exp。　N（L M ω ωM

1

2

3

一〇．0010

－0．0080

　0，0083

1200．28

1067．73

1548．81

一1．20028

r8．54184

ユ2．85512

Tota1 3816．82 3。11300

　　　　　　　冠［＝0．0008；　頁＝1．002；　Potency＝23．64　Units

　むすひ　TorOhto製結晶インシュリンを検定した結果，これを日局標準品（1955）と認めた．その力価は1mg

当り23・6日局単位（＝23．6国際単位）である．
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1）

2）

3）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　丈

．米局XV；339，878，879．

日局顎；59・

Dmg　Standards，24，　No．2，64（1956）・

献

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　The　potency　of　crystalline　insulin　from　the　Connaught　Medical　Research　Laboratories，　Toronto　was

dete㎜ined　by　the　U．　S．　P．　XV1）method，　comparing　its　response　with　that　of　the　International　Stan＿

dbrd（1952）and　of　the　Japanese　Phar加acopoeia　Standard（1954）。

　From．　theτesult　of　the　assays，　we　found　th就the　sample　preparation　contains　23．6international　units

per　mg．　This　preparation　was　accepted　by　our　Laboratories　as　a　Japanese　Pharmacopoeia　Insulin　Stan－

dard（1955），　having　a　potency　of　th6＝same　number　23。6◎f　J．　P．units．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　Ju血e　18，1957

　　　　イ・ンシュリンに関する資料（その3）

国家検定に合格したインシュリン製剤の年間量の統計

長沢佳熊，佐藤　浩，白井浄ご

　　　　　　　　　On　the　Insul　in，　No．　同皿．

The　T◎tal　Amount　of　A血nual　Comsumption　of　Commercial

　　　　　　　　Insulin　Injections　in　Japan．

Kakuma　NAGAsAwム，　Hiroshi　SAT6　and　J6ji　SHIRAI

●

　昭和26年10月からインシュリン注射液〔Ins，と略す〕およびプ戸田ミン．亜鉛．インシュリン注射液〔P．　Z．　しと

略す〕の国家検定が実施されることになり，昭和30年8月にはアイソフェンィンシュリソ注射液〔N．P．H・と略

す〕およびグ戸ビン亜鉛インシュリン注射液〔G・Z・1・と略す〕，昭禾r132年6月にはイシュリン亜鉛懸濁注射液，結

晶性インシュリン亜鉛懸濁注射液および無晶性インシュリン亜鉛懸濁注射液も，これに加えられた．つぎに昭和

28年から31年までの国家検定合格数量を集計した．（ただし，年聞集計は1月より12月末までに受付けた国産およ

び輸入製品で，不合格品は含まない・）インシュリンの需要量については，従来しばしば問題となったが，ここに

得た数量が我が国の需要量または消費量を示すものと考えられよう，この資料から近年消費量は著しく増大して

いることがわかる（第1表，第1図および第2図参照）。

第1表　国家検定に合格したインシュリン製品量（二葉は1000単位量を宗す）
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28 29 30 31

Ins． 67453。1
（1230・4）

92103．7 87938．0
　（117．2）

134980．8

P．Z．1． 5740．0
（840・0）

18500．0 15335．5
　（157。2）

19000．0

N．P．H．
8175．2甚
（6175．2）

28055．2
（13514．8）

G。Z．1．
0＊＊ 3145．0

合 計
73193．1
（1070．4）

110　603．7 111　448．7

（6449．6）

185　181．0

（13514．8）

註；（

　　＊

　　＊＊

）内は，その内の輸入製品量である．

　8月より12月末までの集計である．

　2検体あったが不合格であった。

第1図　製剤総合計の統計図 第2図製剤別統計図
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Summary

　The　histogram　of　the　almua．　alnount　of　commercial　insul三n　injections　passed　by　the　National　Assay

carried　out　in　our　laboratory，　from　1953　to　1956，　is　shown．　This　histogram　oould　be　suggested　that　the

annual　oomsumption　of　insulin　in　Japan　is　remarkably　hlcreasing．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　Ju豆e　18，1957

●
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インシュリン溶液に対するフタール酸水素カリウムの影響につv・て

西 崎 笹 夫

　　　　　　　　　　　、

On　the　Influence　of　Acid　Potassium　Phthalate　in　the　Insulin　Solution．

Sasao　NlsHlzAKI

　著者はインシュリンの澄明な醐生溶液にフタール酸水素カリウム溶液（以下「フ・水力」と略す）を加えると

白色沈澱を生ずることを認め（実験1参照），この沈澱物をアセトン，エーテルで乾燥したも．のは分解点，窒素含

量はインシュリンとほとんど差はないがその力価は約半分であった．

　実験1　沈澱の生成条件の検討

　牛インシュリン結晶（23．4u／mg）を日局記載のインシ手リン溶剤で20　u／ccに溶かし（pH　2・7），そID　5　ccを

とりM／5「フ．水．カ」（pH　4．0）0．05　cc方πえ2分後の濁度をコタキ光電比色計で750　mμで測定後直ちにpHを

Beckmanガラス電極で測定した．5分後再びM／5．「フ．水．カ」0・05　cc加え前記同様の操作をくり返した．

（Fig．1参照）．

　次にpHを一定にするためイγシュリン溶液と「フ・水・カ」にごく微量の水酸化ナトリウム液，塩酸を入れて共

にpH　3．72に調節し前と同様操作をし，．グラフ上で比較した（Fig，1参照）結果両者の差はわずかであるから実

験誤差の範囲内にあると考えた．
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Fig．ユ。　Turbidity　and　pH　curves：When　Acid　Potassium　Phthalate　was　added

　　　　to　Insulin　solution．（Turbidity　measured　at　750　mμ．）

一一一．
mコー一一＿：　20u／㏄×5cc　of　Insulin　so1．十M／5・Acid　Potassium　Phthalate．

，．＿＿ ~．＿＿：　shown　pH　in　above　Experiment．

＿・　　；　20u／cc×5cc　of　Insulin　soI．十M／5－Acid　Potassium　Phthalate．．

　　　　　　　（3tp耳3．72）
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　次にインシュリンと「フ．水．カ」の濃度の影響を検べるためインシュリン：20u／㏄，10u／cc，「フ・水・カ」2／5M，

■／5Mにつき前と同様に操作した結果をFig．2に示す．
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F｛g．2Turbidity　curves：When　Potassium　acid　Phthalate　was　added

　　　　to　Insulin　solution．（Turbidity　measured　at　750　mμ．）

　　　　　　　　・＿1：20u／㏄×5cc　of　InsUlin　so1．一ト2M／5．Acid　Potassium　Phthalate．

　　　　　．一・＿・一一，一・一2＝10u／cc　　　ク　　　＋　　　　　〃

　　　　　一X－3：20u／cc　　　　　〃　　　　十M／5　　　　　　〃

　　　　　＿＿．，×一．一．＿4＝　10u／cc　　　　　　〃　　　　　 一ト　　　　　　　　　〃

　　　　　　　□＿5＝20u／cc　　　　　〃　　　　　十M／10　　　　　　〃

　これらの沈澱を遠心分離した残留物に蒸留水約5ccを加えると沈澱は澄明に溶けた．さらにM／5「フ・水・カ」

を加え沈澱を生成せしめこれにN一塩酸，N一水酸化ナトリウムを少量ずつ注意しながら加え沈澱を溶かした・溶け

た限界のpHはpH　2．6およびpH　5，9であった．

　実験2　沈澱乾燥物の検討

　牛インシュリン結晶（23．4u／mg）を日局記載のインシュリン溶剤で40　u／ccに溶かし，その25　ccをとりM／

5「フ．水．カ」10㏄を加え放置した．5時聞後遠心分離しアセトン・エーテルで乾燥した（41．5mg）．

　この乾燥上につき次の実験を行った．

　1）分解点：228。で褐円し，237。で黒変収縮し，241。で膨潤発泡し完全に分解した（日局の方法による）・

　2）窒素含量；乾燥物16・5mgを日局記載のインシュリン溶剤5ccに溶かし，セミミクロケルダール法で測定

し，　（N）14．12％を得た．

　3）動物実験による単位の検定：Marks2）法により測定し，11．7u／mgを得た，この値は原料の結晶インシュ

リンの1／2である．

　4）等電点：乾燥物は日局記載のインシュリン溶剤に全く溶ける．また前記同様pHの移動による沈澱の生成を

検べた結果その限界はpH　4．3，　pH　7．7を得た．その過程で最も濁度の高いのはpH　6附近であった．（インシュリ

ン結晶の等電点は5．25である）．
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