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魚 類 イ ン シ ュ リ ン の 研 究

(第1報)イ ンシュ リンの抽 出について

立 野 新 光

  Studies on the insulin of fishes. 1. 

On the extraction of insulin from fishes 

         Shinko Tachino

1.緒 言

抽 出は インシュ リンの製造 に於 ける最 も重要 な工程 であつ て,そ の方法 の 良否,そ の巧

拙は インシュ リンの研 究に於 ては 勿論,イ ンシュ リンの生産工業に於て基 本的な重要性 を

もつ ものであ る.魚 類の ランゲルハ ンス氏島(以 下 ラ氏 島 と略記す)よ りインシュ リンの

抽 出につ いては既往 の文献に よれば大体3っ の方法に分類す ることがで きる.す なわち,

(1)水 溶 液に て処理せ るもの,(2)酸 性 アル コールを用 いるもの,(3)ピ ク リン酸及

び アセ トンを使用せ るもの等であ る.し か し以上 の3つ の方法 の中で現 在行われて いる方

法は(2)及 び(3)で あ るか ら,こ の2つ の方法 について検討 を試み且つ著者の行 つた

研究につ いて報告す る.

II.実 験 及 び 考 察

1.酸 性 アル コール法 及び アセ トン ・ピクリック 法

1)酸 性 アル コール法1922年BantingandBest1)が 含 水 アルコールを用いて家

畜 の膵臓 よりインシュ リンの抽出 に成功 し,更 に彼等2)はCollipの 協 力を得 て酸性 アル

コールを用 い トリプシンの作用 を抑制 して 強力な インシュ リンを抽 出す る方法 を考察 して

以来,McCormick3・4・5)は この方法 をCodfish,Pollack,Haddock及 びHalibutの

ラ氏 島に応 用 して これ等 の ラ氏 島19よ り11.3～28.3KIE*のイ ンシュ リンを抽出 し,魚

類の ラ氏島は哺乳動物の膵臓 に比 し極 めて濃厚 にインシュ リンを含 有す ることを明 らか に

した.現 在 酸性 アル コール抽 出法 には種 々あ るが,Best,Jephcott,Scott法6)が 最 も優

れ てい ると言 われ てい る.そ の方法は次 の如 くであ る.

摺 潰 した新鮮な原料259に 対 してエ タノール75cc,水25cc,濃 塩 酸1.5ccの 割 合か

ら成 る混液を加え36。Cの 水浴 中に て2時 間暖めなが ら振盪 して後 濾過す る.同 様 の操作

をも う一度繰返 して抽 出を行 い,濾 液は合 して アンモ ニヤで 少 しくアル カ リ性 とな し生ず

*KIE・=臨 床 単 位 .
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る沈澱を濾別 し,濾 液をpH2と し35。C,減 圧 でエ タ ノールを駆逐 した後蒸溜水を加 え

て250ccと す.こ の溶 液に全液 の15%ま で食塩 を加 えれば有効成分が析出す る.こ れ

を濾別 しアルコール とエーテルで洗つ て乾燥す る.

2)ア セ トン ・ピクリック 法1923年Dudley7)が イ ンシュ リンの精製 を 目的 として

この方法 を考案 したのであるが1924年 彼・9)は鱈 の ラ氏島に この方法を直接応用 し非常に

効果 的である ことを認めた.同 じ頃,DoddandDickens9・)も ピク リッ ク法を研究 し,一

般 の蛋 白質 の ピク リン酸塩は含水 アルコール或 は含水 アセ トンには殆 ど溶解 しないが イン

シュ リンの ピク リン酸塩は溶 解す ることを発 見 した.か くてDudley3)は 彼 の考案 したア

セト ン ・ピ ク リッ ク法 を用 いてCodfishの ラ氏島1gよ り40KIEと い う当時 に於 ては

他 に類例 のない好結果を得 たのであ る.そ の方法 は次の如 くであ る.

鱈 より摘 出した ラ氏島(試 験に用 いた鱈の尾数は108尾,ラ 氏 島の全重量 は9.69で あ

つた)を 飽 和 ピ クリン酸液中に投 入 しピ クリン酸 を完全に島組織 に浸透せ しめた後 ピク リ

ン酸液か ら取 り出 し,こ れ を細 か く切 つて 乳鉢中に 移 し,ピ ク リン酸 及び ピク リン酸飽和

溶液 と少量 の硅砂 とを加 えよ く摺 り潰 し再び ピ クリン酸飽和溶 液に返 す.1昼 夜放置 して

ピク リン酸液 を濾 し去 り,細 砕 され た島組織 に少量 の75%ア セ トンを加 え乳鉢 中に て磨

細 しなが ら抽 出す る.同 様 の操作を数 回繰 り返 し完全 に抽 出を行 う.抽 出液 は合 して低温

減圧にて アセ トンを蒸発 除去す るとインシュ リンのピ ク リン酸塩は 脂肪 と共に析出 して来

るか ら,こ れを集め遠心分 離 して溶 液 と分 ち,こ の沈澱 を純 エタノール75分,3N塩 酸

25分 の混液5ccに 溶 解 せ しめる.な お5ccの 混 液にて フラ スコを洗滌 し前の液に加え

不溶解物質は遠心分離 して除去 し,上 澄液 を200ccの 純 アセ トン中に注 ぎ込む.イ ンシュ

リンの塩酸塩は 白色 の沈澱 として析 出す るか ら,こ れ を濾 し取 り アセ トン とエーテルにて

洗滌して乾かす.塩 酸塩 として収量0.1269,ラ 氏 島19に 対 し40KIEで あ つた・

上記 の2方 法 は同時代 の研 究であ るが,研 究者が異つて いるのでいずれが優れた方法 で

あ るかは充分 明 らか でない.そ れ で著者は鰹(Katsawonusvagans)の ラ氏 島を原料 と

し2つ の方法 に従 つてイ ンシュ リンの抽出を行い第1表 の よ うな結 果を得 た.但 しこの試

験に於て減圧で インシュ リンを乾燥 し・粉 末 インシュ リンの力価の測定はMarks法 を 用

い,単 位は国際単位(IE)で 表 示 した.

第1表.抽 出方法を異にせる場合のインシュリン の収量.

第1表 の如 く著者 の研究 に よれば,魚 類 の ラ氏島 よ りイ ンシュ リンを抽出す る場合 には

アセ トン ・ピク リック法(Dudley氏 法)は 酸性 アル コ 一ル法 よ り遙か に優秀 である.即 ち

イ ンシ=リ ンの全収量 及び粉末 インシュ リンの力価は アセ トン ・ピク リック法は625.6IE,

8.0IE/mgで あ るが,酸 性 アル コール法 は253.3IE,4.5IE/mgで あつ て,ラ 氏 島19当



573

の収量 は前者 は後者 の2倍以上 である.抽 出操作の .Eか ら言つて もDudley氏 法 は比較的

簡単 であるが 酸性 アルコール法の場 合は食塩に よる塩 析が困難 で操作 中に多量 の インシュ

リンが逸脱 す るもの と考 え られ る.遠 山等1。)もDudley氏 法 をその まま応用 し鰹 ラ氏 島

1gよ り109.00～136.10IEの インシュ リンを得 てい るし,長 沢等ll)はDudley氏 法 を少

し改良 して鰹 ラ氏鳥19よ り137IEを 得 ている.こ の よ うに研 究者 に よつてその結果 に

多少の相違 はあるが,魚 類 の ラ氏 島 よ りの インシュ リン抽出にはアセトン ・ピクリック 法

が最 も適 当な方法 と思われ る.

2.ピ ク リン酸にて固定 せ るラ氏島 よ りインシュ リンの抽 出

ラ氏 島は魚港 に於 て 或 は加工工場に於 て魚体 よ り摘 出せ られ,一 般に ピ ク リン酸漬 とし

て実験室に運ばれ るのであ る.こ の ピク リン酸 にて固定 された ラ氏島 よ りイ ンシュ リンの

抽出についてはDudley氏 法7・8)の含 水アセトン による抽出以外には全然抽出法に関す る

研究はない.著 者は メタノール,エ タノール,ア セ トンを用 い次 の方法 によ りインシュ リ

ンの ピ クリン酸の抽出 の研究 を行 い第2表 の如 き結果を得た.

実 験方法 ピ ク リン酸溶液 中に貯 え られた ラ氏島100個 を採 り,濾 紙上 に約10分 間

放置せ る後秤量 して乳鉢 中に移 し,硅 砂1gと 混 じて摺 り砕 き,初 め80%の メ タノール

(或 はエ タノール,ア セ トン)を 用 い橿拝 して抽出を行 い,遠 心分離に よ り抽 出液 を分 ち,

残 渣には75%の メ タノール(或 は エタ ノール,ア セ トン)を 注加 し前 回と同様 抽出を行

う.前 後2回 の抽出液は 合して40。C減iEで,用 いた抽 出剤 を駆逐せ しめ,析 出す る沈澱

は遠心分離 して溶 液 と分 ち,こ れにメタノール75分,ユN塩 酸25分 か ら成 る酸性混液

20ccを 加 えて沈澱 を硝子 捧で砕 きつつ攪拌 して出来 るだけ溶解せ しめ,不 溶部分 を遠心分

離 して除 き、上澄液は98%ア セ トン中に徐 々に注 入す る.生 ず る インシュ リンの塩酸塩の

自色沈澱は沈澱管 に集 め,遠 心分離 してアセ トン と分 ち,頃 に アセ トン 及び エーテルにて

洗滌し減圧中にて乾燥す る.

第2表.抽 出剤 を 異に せ る場 合の イ ソシ ュ リンの収 量.

この実験 に於 て抽 出せ る溶液 は メタノールは 黄色,エ タノールは赤褐色,ア セ トンは赤

褐 色を帯 び,溶 剤駆 逐に際 してはエ ク ノールは泡 を発生 して困難 を感 じた.イ ンシュ リン

の抽 出量 はアセトン が最 も優れ,エタノー ル1よア セト ンに僅か劣 るが,メタノール は1/10

に 過 ぎない.得 られ た粉 末 インシュ リンの力価は エ タノール抽 出が よく,アセト ン抽 出は

や 製低 くメタノール抽 出は非 常に悪かつ た.
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アセ トンが インシュ リンの ピク リン酸塩 に対 す る抽 出力の大 な る理 由は,元 来 アセ トン

は浸透性の強い上 に 油脂類 を よく溶解す るを以 て,ラ 氏 島中の脂肪様物質を溶解 し,こ れ

と共に インシュ リンの ピ クリン酸塩 を溶媒 中に溶 出せ しめ るもの と思われ る.一 般に抽出

後 の抽出液 の福色の度 の強 い もの程 イ ンシュ リンの抽出量が 多い.そ れは黒褐色 の物質は

アセ トンに溶 解性の脂様 物質 であ る点か ら考 えて この ことが言われ るのであ る.之 に反 し

エ タノールは脂様 物質 を溶 解す る力がないので インシュ リンを囲続す る脂様物質を溶解 し

ないが インシュ リンのピ ク リン酸塩 を溶 出す る力が強 い.従 つてエ タノールの抽出液は ア

セ トンの場合 よ り褐色の度合 が 遙 に低 く,そ の割合 に抽 出 され るインシュ リンの量が多 く

品質 もよい。 メタノールは脂様物質 に対 す る溶解 力がな く,イ ンシュ リンの ピク リン酸 を

溶解す る力 も乏 しい もの と思われ る.

3.イ ンシュ リンの沈澱剤

Banting,Best,Collip等12)は 含 水 エ タノールを用 いて家畜 の膵臓 よリインシュ リンを

抽出 した際,イ ンシュ リンを沈澱 せ しめ るため 一旦 エタ ノールを駆逐 して不純 物を除去 し

た後,こ れに95%に な るまで エタ ノールを加 えて インシュ リンを沈澱せ しめ ている.そ

の後 インシュ リンは硫酸 ア ンモ ニヤ 或は食塩にて塩析 され ることが判明 して以来,一 般 に

塩 析法 にて インシュ リンを析 出せ しめ るよ うになつ た.然 し魚類 ラ氏島 よ り酸性 アル コー

ルにて抽 出せ る湿 潤状態 の粗 イ ンシュ リンは,哺 乳動物 の膵臓 よ り抽出せ るもの と異 り,

非 常 に吸湿性 が強 いため塩析は完全 に行われず,塩 析せ る インシュ リンは 器壁に附着 して

操作 が困難 とな るためその収量は権め て悪 い.そ れ故に著者は メタノール,エ タノール及

び アセ トンに対 す るイ ンシュ リンの沈澱状態 を研究 し第3表 の如 き結果を得 た.

第3表.沈 澱剤を異にせる場合の でソシュ リソの収量.

上 表 に よれ ば魚類 の粗 インシュ リンは アセ トンにて よ く沈澱す るが エタノールにては全

く沈澱 を起 さない.沈 澱剤 のpHと インシュ リンの溶解度 との関係 についてはBlather-

wick等,13)FengerandWilsoni4)の 研 究があ るが,彼 等 が酸性 では インシュ リンは93%

の エ タノールに完全 に溶解す ると述べ ている ところをみ る と,こ の研究に於て イ ンシュ リ

ンが98%の エ タノールで沈澱 しなかつたのは酸性混液中 の塩 酸のため と思われ る.然 し

アセ トンの場合は酸性 で もよく インシュ リンを沈澱せ しめ る.メ タノールの場合 はアセ ト

ンの場合 の約1/2の インシュ リンを沈澱 させ るが力価 は遙 に劣 る.こ の結 果か ら魚類 イン

シュ リン製造 の際 の沈澱剤 としては エ タノールは全 く使用不 可能であ り,メ タノール も困

難 であつて,結 局 アセ トンのみが優良な沈澱剤であ る.
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4.酸 性 混 液

アセ トンに て抽出 したイ ンシュ リンの ピ リン酸塩 を 塩酸塩 にす るために用 いる酸性混液

としてはDudley8)は エ タノール75分 と3N塩 酸25分 とか ら成 る混液を用いてい るが,

CharlesandScotti5)に よれば0.5～2N塩 酸 酸性 のエ タノールでは インシュ リンの効果

が破壊 され ると言 うので,著 者 はアセトン80分,1N塩 酸20分 の 混液を用い ることに よ

り操作上 及び インシ ュ リンの収 量の点で極めて良好な結果 を得 た.長 沢一agll)は著 者 と同 じ

くエ タノールの代 りにアセトン を用 いる ことを推奨 しているが,同 氏の方法は アセ トン と

塩酸 とを混合せず 別 々に加 えるのであ る.Dudleyのエ タノール混 液を用い るときはエ タ

ノールが インシュ リンの ピク リン酸塩 中に夾雑 してい る脂様物質に妨げ られてイ ンシュ リ

ンの溶解が完全に行われ ない し,長 沢 の如 く アセ トン と塩酸 とを別 々に加え るときは多量

のアセ トンを必要 とす るのみな らず,生 ず る インシュ リン塩 酸塩 は 不純物 を含む ことが多

く,優 良な製品を得 る ことは 困難 である.Dudleyの 混 液 と著者 の混液 を用 いた場合 の相

違は第4表 の如 くであ る.

第4表.酸 性混液を異にせる場合のインシュリン の収量.

即 ちDudleyの エ タノール混液を用い るよ りも著者 のアセ トン混液 を用 いる方が粉末 イ

ンシュ リンの収量が多いのみな らず 力価 も高 い.Dubleyは 常 温で この操作 を行 い,長 沢

等 は低温を主 張 してい るが,著 者 は上表 の如 くアセ トン混液 を加 え45℃ に数分保 ち,よ

く攪拌 した方が操作E及 び収量の点で好結 果を得 てい る.な お混液 のアセ トン濃度が増加

す るにつれ,得 られ る粉末 インシュ リンの力価が上 昇す るけれ ども,収 量は減 少す る傾 向

があ る.

5.ア セ トンの濃度 とインシュ リンの抽 出 との関係

DoddandDickens!})はアセトン ・ピ クリック法 を用 い家畜 の膵臓 よりインシュ リンの

抽出を研 究 し,膵 臓の インシュ リンの ピク リン酸塩は70%の 含 水アセ トンに最 もよく溶

解す る と報告 してい る.魚 類 の ラ氏島 よ り アセ トン ・ピ クリッ ク法にて 抽 出す る場合,

Dudleyは 試 料の15倍 量 の75%ア セ トンを,長 沢等 は試料 の6～40倍 量 の70%ア

セ トンを使用 しているが,抽 出に適 当な濃度 につ いては詳 しい研 究がない.著 者 はDodd

andDickenSに 倣 い魚類 の ラ氏 島の インシュ リンの ピク リン酸塩は どの程度 の濃度 のア

セ トンで最 もよ く抽出 され るかを研 究 し第5表 の如 き結 果を得 た.
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第5表,アセトン の濃度とインシュリン の抽出量,

即ち50%の アセ トンでは粉末インシュリンの抽出量は少くないが60～70%で 最も

多い.ア セ トンの濃度が高 くなるにつれて抽出液中の浮游物質が少くなり抽出液の分離が

容易になる.従 つて抽出される粉末インシュリンの収量はアセ トン70%以 上ではアセ ト

ンの濃慶が高 くなるにつれて次第に減少するが力価は上昇する.抽 出に用いられ るアセ ト

ンの濃度が70%以上90%で は抽出され るインシュ リンそのものの量は大体に於て大差

がない.

著者は以上の実験結果及びラ氏島の性質から考えて,ピ クリン酸にて 固定せるラ氏島に

直に75～80%の アセ トンを注加す るよりも,初 め90%以上 のアセ トンを加えて島組

織の脂様物質及び附着せるピクリン酸を溶解せしめた後,75～80%の アセ トンにて処理

する方が合理的であるとの考えの下に実験 を行い,第6表 の如 き良好な結果を得た.

第6表.イ ソ シ ュ リン 抽 出 の … 新 法.

即ち著者 の方法 は ラ氏島19当 りの収量 に於 て も,粉 末 インシュ リンの品位につ いても

Dudleyの 方法 よ り優れてい る.

6.抽出 温 度

アセ トンを用 い ラ氏 島中の インシュ リンのピ クリン酸塩 を抽 出す る際の温度については

基礎的な研 究が見当 らない.長 沢等11)は 可 及的低温 を主張 し,Dudleyi)は温度 に関 して

は無関心であ り,遠 山等1の も常温 で抽出 しているが,彼 等は理 論的根拠 もな く,イ ンシュ

リンは一般 に熱 に対 して弱 い ものである との観念 の下に取扱つ ている.し か しこの問題は
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インシュ リン製造 に於 て重要 な意義 を持つ ものであるか ら,著 者 は80%のアセトン を用

い ピク リン酸 に固定 せ るラ氏 島 よ り20℃,30℃.40℃,60℃ の温度 に於 て10分 間抽

出を行 い第7表 の如 き結 果を得 た.

第7表.抽 出温 度 とインシュリン の 収量.

即ち80%ア セ トン,10分 間の加熱では インシュ リンのピクリン酸塩は50℃ までは

加熱によつて破壊 を受けることはないが60℃ の沸騰温度では2/3破 壊 される.40℃ ま

では温度の.E昇 に伴い インシュ リンの抽出量が多 くなるのは,ラ 氏島中には30℃ 以下で

はアセ トンにても溶解困難な脂様物質が存在 し インシュ リンの溶解を妨害しているが.加

熱 と共に溶解 し易 くな り従つて インシュ リンはアセ トンに移行するもの と考えられる.然

し45℃ 以上では微細な物質が抽出液中に多量浮游し,抽 出液の分離に困難を感ずるのみ

ならず,ア セ トン駆逐に際 し発泡して操作が困難 となる.そ れ故に40℃ 前後が インシュ

リンのピクリン酸塩を抽出す るのに最適の温度である.

著者は更にエタノール及びアセ トンを用い 次の如き方法によつて温浸法を行い,温 浸法

が冷浸法に優 ることを明らかにした.

実験(1)エ タノールによる温浸法 ピクリン酸飽和溶液中に貯蔵せるラ氏島200個

を採 り,乳鉢中 にて硅砂]9と 共によく摺 り砕き,こ れを逆流冷却器を附 した内容500cc

の丸底 フラスコに移し80%エ タノールを加え,湯 煎中に攪拌 しながら40℃ にて20分

間抽出を行 う.次 に冷却前に遠心分離して抽出液は減圧,40℃ にてエタノール を駆逐し,

生ずるインシュ リンの塩酸塩の沈澱を集めて遠心分離 して溶液を棄て去 り,こ れに純 エク

ノール80分1N塩 酸20分 より成る混液を加えて 硝子棒 にて沈澱を砕 きつつ攪拌 して溶

解せしめ,不 溶部分は遠心分離 して除 き,上 澄液を500ccの 純 アセ トン中に注入する.

第8表.抽 出 温度 の相 違 に よ る イ ン シュ リンの収 量(r=/2バ ール).
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インシュ リンは 自色の沈澱 として析出するを以て,沈 澱を集め遠心分離 し,無 水アセ トン

にて2回洗滌 して後減圧乾燥を行 う.別 に対照試験 として,8℃ 以下にて同様の方法によ

り抽出を行い第8表 の如き結果を得た.

実験(2)ア セ トンによる温浸法 前記のラ氏島400個 を採 り,ア セ トンを用い実験

(1)と 同様の方法にて温浸 と冷浸を行い第9表 の如き結果を得た.

第9表.抽 出温度の相違によるインシュリン の収量(アセトン).

以 上 の実験結果か ら インシュ リンの ピク リン酸塩 の抽 出に於 いては,抽 出剤 としてエ タ

ノール或 はアセ トンを用 いる場 合は温浸法 が冷浸法 に優 るものであ る.

摘 要

1)魚 類 の ラ氏鳥 よ りインシュ リンを抽 出す る方法 として 現在行 われてい る酸性 アル コ

ール法 とアセ トン ・ピク リッ ク法 とについて 検討 した結果,ア セ トン ・ピクリック 法 が優

れ ている ことを確認 した.

2)ピ ク リン酸 で固定 した ラ氏 島 よ りインシュ リンの ピク リン酸塩を抽出す るのには80

～90%の ア セ トンが効果的であ り,イ ンシュ リンの塩酸塩 の沈澱剤 としては98%の ア

セト ンが好適 であつた.

3)イ ン シュ リンを ピ ク リン酸塩か ら塩酸塩に変化せ しめ るために用 いる酸 性混液は,

アルコール75分,3N塩 酸25分 か ら成 るDudleyの もの よ りも,ア セ トン80分,1N

塩 酸20分 か ら成 る著者 の混液が,操 作上か らも,得 られ る インシュ リンの収量 及び品質

か らも優秀 であつた.

4)イ ンシュ リンの ピク リン酸塩 の抽出 お よび インシュ リンの ピ クリン酸塩 か ら塩酸塩

に変化せ しめ る際,40。Cに 加熱す る ことがイ ンシュ リンの収量の点で 非常に効果的であ

つた.
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 Summary 

   (1) The acid-alcohol process and the acetone-picric process have been 

used for the extraction of insulin from the Langerhans' islets of fishes. Of 

these two processes, the author found that the latter was more suitable. 

   (2) As the extracting medium of insulin-picate from the islet fixed with 

picric acid, 80 90 / acetone was the most effectual, and as the precipitant of 

insulin-hydrochloride, 98 / acetone was the most desirable. 

   (3) The author's acidic mixture, composed of 80 parts of acetone and 20 

parts of 0.1N hydrochloric acid, gave higher potency of insulin and better yield 

of it than Dudley's mixture and also had the advantage of making the process 

easier and more rapid. 

   (4) The author had the best result by heating at 40°C both in the case 

of extracting insulin picrate from fish islets and in that of converting it to 

the hydrochloride.


