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魚 類 イ ン シ ュ リ ン の 研 究

(第2報)イ ンシュ リンの精製について

立 野 新 光

Studies on the insulin of fishes. 2. 

  On the purification of insulin 

       Shinko Tachino

1.緒 言

魚類 のラ氏 島よ りインシュ リンを製造す るに当つ ては第1報 の方法 に よ り,1mg当8

～10ＩEの 力価 を有す る インシュ リン粉 末が得 られ,そ の ままで も臨床 的に使用 され得 る

が,な お種 々の不純物 を含 有 してい るので 良品を得 るには更 に精製 しなければな らない.

魚類 よ り抽 出製造 した粗製 インシュ リンの精製 につ いては 長沢 の記載せ るものを除い て

は他 に全然 文献がないが,家 畜の膵臓 よ り製造 した インシュ リンの精製 については 多 くの

研 究があ る.そ の理 由は魚類 の ラ氏 島 よ りは容易 に比較的高単位 のインシュ リンが抽出 さ

れ るが,家 畜の膵臓か らは 低単位の もの しか得 られないので,こ れ を臨床的に用 いるため

には精製 に よつて不純 物を除去 し力価 を高 めなければ な らないか らで ある.魚 類 の粗製 イ

ンシュ リンと家畜 の粗製 インシュ リンとでは 含有 している不純物 に多 少相違があ るので,

家 畜 インシュ リンの精製法 を そのまま魚類 インシュ リンの精製に応用す る ことは種 々の疑

問があ り未 だ実 験例 がない.著 者 はその主 な る方法 につ いて研究 を行 いその可否につい て

検 討 を試 み た.

家 畜 インシ ュ リンの精製 法に関 しては 一般 に次の方法 が用 い られ てい る.

(1)等 電 点沈澱法,(2)塩 類 として沈澱せ しめる法,(3)有 機 溶剤に よる法,(4)

燐 酸緩衝 液に よる法.

な お これ らの方法 以外 にDoisy,Solnogyi,Shaffer1)の 塩 析法,JensenandEvans,2)

Blatherwick:i)の 塩 酸水溶液 のみに よる方法,MoloneyandFindlay,一)Dingomanse

andLaqueur`')の 活 性炭素に よる吸着法等があ るが実 用的価 値がないので省 略す る.

IL実 験 及 び 考 察

1.等 電 点 沈 澱 法

インシュ リンの等電 点はBlatherwick,3)Abel，6)Wintersteiner,7)の 研 究に よれば溶液

中に共存す る不純物質 によつ て多少の差はあ るが大体pH5.0前 後 とされてい る.即 ち イ
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ンシュ リンはpH5内 外 に於て他 の不純物か ら別れ て沈澱す るものであ る.こ の性質を利

用 してSomogyi,Doisy,Shafferi)は 等 電点沈澱に よる インシュ リンの精製 法を考 案 した.

そ の方法 は大略次 の如 くである.

50mgの 粗 製 インシュ リンをN/10醋酸5～10ccに 溶 解 し,こ れに対応す る苛性 曹

達 量の20%を 加 え る.そ うす ると ユ/5中 和 された醋酸 溶液はpH4内 外 とな り,イ ン

シュ リン蛋 白質 は溶解 しているが酸性蛋 白質 の大部分 は析出す る.濾 液に前 の醋酸 を丁度

半分 だけ中和 す るに要 す る苛性 曹達 を加 えて7/10中 和 す るとpH5内 外 となる.こ の酸

度では インシュ リンは直 ちに沈澱 す るが,な お1～2日 間氷室に放置 して沈澱 を完全 な ら

しめた後遠心分 離 して沈澱 を分 つ.

著 者は鰹の ラ氏鳥 よ り抽出製造 した粗製 インシュ リンす なわ ち5ＩE/mg,8ＩE/mg,10

ＩE/mgの ものをそれぞれ0.59を 用 いて 上記 の等電 点法 によ り精製 を行 い第1表 の如 き

結果を得 た.即 ち等電 点法 では力価はか な り上昇す るが,試 料 の力価の如何にかかわ らず

直に同程 度の高単位の もの とはな らず,5ＩE/mgの ものは8.0ＩE/mgに,81E/mgの も

のは11ＩE/mgに と言 う如 く,用 いた試料 の力価 に応 じてそれ ぞれ の異つた 単位に上昇す

る.従 つ て精製粉 末 インシュ リンの収量(g)は 試 料 インシュ リンの力価の高い もの程 少な

いが,イ ンシュ リンの全収量(IE)は 試料 インシュ リンの力価 の低 い もの程 少 くない.し

か し この方法 で精製す る場 今は 高単位 の試料程 インシュ リンの損失が大 きい.

第1表.等 電点沈澱法によるインシュリン の精製.

2.塩 類 として沈澱せ しめ る方法

インシュ リンはその構成分 子 として 多 くの塩基性 ア ミノ酸 を有す るので,酸 と結合 して

塩 を作 る.こ の性質を利用 して特 殊の酸を用いて インシュ リンを塩類 として沈澱せ しめ,

これ と共存す る不純 物か ら分 離す る方法 が多 くの学者 によつ て考案 され ている.そ の中で

DudleyandStarlings)は ピ ク リン酸を用 い,Funko)は フ ラビアン酸を用 い,Dickensto)

は ト リクロー ル醋酸 を用 いて家畜 インシュ リンの精製 を行 い注 目すべ き成績 を挙げ ている.

著 者 はDudleyandStarlingの ピ クリン酸法 に準拠 して次 の方法 で魚類 の粗製 イン

シュ リンの精製 を試みた.

粗 インシュ リン1gを 塩 酸酸性pH3.0の 水200ccに 溶 解 し,不 溶 物質は遠心分離 し

て棄 て去 り,上 澄液はN/10NaO且 に てPH4.8と し,こ れに ピ クリン酸飽 和溶液100cc

を 加 えてよ く攪拌 し11～2日間 氷室 中に静置す る.生 ず る黄色の沈澱は遠心分 離 して集め

て ビーカーに移 し,水30cc及 び飽和 ピク リン酸液20ccを 加 え次にN/10Na2CO3を
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少量加 えて よく攪拌 す ると透 明 あ るいは半透 明な褐色の溶液 とな る.こ れを遠心分離 して

浮游物質 を除去 し,水 を加 えて50ccに 稀 釈 し,前 に用 いたNlloNa2Co3に 相 当す る

N/10HC1を 加 え る とインシュ リンの ピク リン酸塩 が直 ちに沈澱 す る.こ の液 にピ ク リン

酸飽和溶液200ccを 加 え1～2日 間静置後上澄液 を棄て沈澱を集めて遠心分離 し,0・1%

ピ ク リン酸水溶液にてNaC1が な くな るまで よく洗滌 し,こ れ にアセ トン80分,1NHCl

20分 か らなる酸性混液 を加 えて攪拌 しなが ら溶解 し,不 溶 部分 は遠心分 離 して除去 す る・

か くして インシュ リンの ピク リン酸塩 は塩 酸塩 となる,上 澄液 をアセトン800cc中 に徐

々に注入 しなが らはげ しく攪拌 す る と白色 の インシュ リンが沈澱す る.沈 澱 を集 めて遠心

分離iしアセ トンに て洗滌 後減 圧乾燥す る.

著 者 は力価5ＩE/mg.8ＩE/mg.10ＩE/mgの 粗 製 魚類 インシュ リンをそれぞれ19つ

つ秤取 して上記 の精製法 を行 い第2表 の如 き結 果を得 た.即 ち・5ＩE/mgの 試 料 は精製 の

結果 力価は上昇 して ユOIE/mgと な り,100%の 上 昇率 を示 しインシュ リンの全収量 は

62.8%で あ る.8ＩE/mg,10ＩE/mgの 試 料 も夫 々12ＩE/mg,13ＩE/m9と な り,力 価

は.上昇す るが5ＩE/mgの 試 料 に比 し上昇率 は少ない.然 し精製操作 によるインシュ リン

の損失は単位 の高 い試料程 少 く,5ＩE/mgの ものは37.2%,8ＩE/mgの ものは28・5%7

10IE/mgの ものは21.8%で あ る.以 .Eは 唯1回 の精製 であ る.DudleyandStarling

は この ピ ク リン酸法に よれば インシュ リンに含 まれ てい る不純 物の90%ま で を除去 し得

る と主張 してい るが,著 者 は12IE/mgの 試料 を用い3回 この操作 を繰 り返 したが,16

IE/mg以上 には単位を高め ることは出来 なかつた.

第2表.ピク リソ酸法によるインシュリン の精製.

3.有 機 溶剤 に よる方法

ScottandParker,tl)GerloughandBatesi2)は 家 畜の膵臓 よ り抽 出 した インシュ リ

ンの含水稀薄 エ タノール溶 液に無水 エタノール を加 え,そ の濃度 を90～92%ま で上 げ る

ことに よつてイ ンシュ リンを精製 している。 著者は鰹 のラ氏島 よ り抽 出 した粗製 イ ンシュ

リンを50%含 水 エ タ ノールに溶解 し,こ れ に無水 エタ ノールを加えて エタ ノールの濃度

を95%以 上 に上 げて もインシュ リンの沈澱 の生成 を見なかつた.し か しアセトン にては

よ く沈澱す るので,ア セ トンの濃度 を任意 に変化せ しめ ることに よつて インシュ リンの分

別沈澱を行 つた ところ比較的良好な結 果を得 た.

実 験(1)8IE/mgの 粗 インシュ リン2.09を 塩 酸酸性P且2.5の70%ア セ5ン

50ccに 溶 解 せ しめ,不 溶物質 は遠心分離 して除去 し,そ の上 澄液にpH2.5の95%ア
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セ トンを注加 してアセトン の濃度を75%と なし,こ のとき生ず る沈澱は遠心分離 して分

ち無水アセ トンにて洗滌後減圧乾燥する上 澄液には 更に上記 の95%ア セ トンを加えて

80%と し,生 ずる沈澱を分ちて前の如 く処理す る・か くの如 くしてアセ トンの濃度をpH

2.5に 於て85%,90%と なし,そ の度毎に生ずる沈澱を分別して,そ の沈澱の収量及び

力価を測定し'第3表 の如き結 果を得た.

第3表.アセトン に よ る イ ソ シュ リンの精 製(そ の1).

この結 果によれば,ア セ トンの濃度の上昇す るにつれ インシュ リンの沈澱 が多 くな り,

90%ア セ トンにては概ね全部沈澱す る.80%以 下 にて沈澱 す るものは殆 ど無効蚕 白質 で

あつて,75%ア セ トンに よ り沈澱す るものの力価 は1ＩE/mg,80%に て沈澱す る もの

で も2ＩE/mgに 過 ぎない.イ ンシュ リンの大部分 は80%以 上 のアセ トンにて沈澱 し,

80～85%で は11ＩE/mg,85～90%で は13IE/mgの 力価 を有す るイ ンシュ リンが

沈 澱す る.従 つて80%以 下 のアセ トンに て沈澱す る インシュ リンは全試料の6.0%,80

～90%の アセ トンでは94%で あ る.

実 験(2)8.OIE/mgの 粗 インシ ュ リン19を 採 り,0.25NHCI酸 性 の70%ア セ

トン50ccに 溶 解せ しめ,こ れに無水 アセ トン35ccを 加 えて82～83%と な し,こ の

とき生ず る沈澱 を遠心分 離 し無水 アセ トンにて洗滌 後減 圧乾燥 す る.上 澄 液は800ccの

98%アセトン に注 入 して インシュ リンを沈澱 せ しめ る.こ の ときのアセトン の濃度 は約

96%と な る.こ の自色沈澱 を遠心分離 して分 ち前 と同様 に処理す る.こ の前後2回 の沈

澱 につ きその収 量 と力価 とを測定 し第4表 の如 き結 果を得 た.

第4表.ア セ トンに よるインシュリン の精 製(そ の2).

第4表 に よれ ばアセトン の濃度が82～83%に て は インシュ リンは殆 ん ど沈澱す ること

はな く,無 効 蛋白質 に吸着 され て僅かばか り沈澱す るだけであ る.即 ち,粗 インシュ リン
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19の 中,82～83%ア セ トンにて力価2.oＩE/mgの 沈 澱がo.3969得 られ るが,こ の沈

澱 を再 びo.25NHCI酸 性 の70%ア セ トンに溶解 して精製すれば10IE/mg程 度 の・イ

ンシュ リン粉 末が得 られ結 局80%位 の インシュ リンが回収 され る.83%以 上 の微酸性

アセ トンに 溶 存 してい るものは 無効蛋 白質 よ りも インシュ リンが多い.即 ち この溶液 を

98%の ア セ トンに注加 してアセ トンの濃度 を96%と した場合 に沈降す るインシュ リン

粉末 はo.5839,12IE/mgで あつ て,こ の精製法では力価 の上昇率 は50%,得 られ るイ

ンシュ リンの量は69961Eで,試 料 に用 いた粗 インシュ リンの87.4%が 精 製 インシュ

リン として得 られ る.こ の精製法を2回 以上繰 り返 して行 つても13～14IE/mg以 上 は

著 しい力価 の上昇は認め られ ないが インシュ リンの損失は殆 ど起 らない.

4.燐 酸 緩衝 液に よる方 法

1926年Abe113)が ピ リヂ ン法 に よつ て初めて インシュ リンの結 晶を得 たのであるが,そ

の操作 は複雑 であ り収量 も極 めて少なかつた.そ の後多 くの研究者N・15)に よつ で インシュ

リンの結 晶法 が研究 されたが 技術的に種 々の困難があ り結 晶の析出 も充分 とは言えない.

それ故 に著者は直 に結 晶化 を行わず,彼 等 の方法を改良 して 魚類 の インシュ リンの精製 に

応 用 し第5表 の如 き結果を得 た.

実 験Na2HPO4・12H20の16.759とKH2PO4の2.759と を1000ccの 水 に溶解

し(pH7.15),そ の200ccを500ccの ビ ーカーに採 り同容量 の水 を加え これ をNHC1

でpH2.3と す る.こ れに粗 インシュ リン0.59を 含 む溶液20cc,次 に0.5%醋酸 亜鉛

5ccと を 加え る.こ の溶 液をNNH-,OHに てpH62に 調 整 す る.こ の ときインシュ リ

ンは 少し く沈澱 して来 るが,そ の まま2～3日 氷室に静置 して沈澱の析出を完全 な らしめ

て後沈澱 を遠心分離 して分 ち減 圧に て乾燥す る.

第5表.燐 酸緩 働 液 に よ るインシュリン の 精 製.

この実験 に於 て10IE/mgの 試 料 はpH6.2に 調 節 した とき多量の沈澱を生 じたが,

これは純粋 な インシュ リンの生 成では な く,無 効蛋 白質を 多量に含 んだ ものであつた.13

IE/mgの ものは力価は18IE/mgま で上 昇 したが,イ ンシ ュ リンの収量は試料に対 し

40%で 比 較的少なかつた.

5.ア セ トンの濃皮 とインシュ リンの沈澱 の生 成状態

魚類の ラ氏島 よ りインシュ リンを抽 出 し塩酸 インシュ リンと して最後 にアセ トンにて沈

澱 せ しめ る場合,ア セ トン中に 含 まれてい る水分 が イ ンシュ リンの生成状態に種 々の影響
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を与 えるものであ る.イ ンシュ リンは90%以 上 のアセ トンに よ り殆 ど完全に沈澱す るこ

とはDudley16)やDoddsandDickens17)に よつて明 らか に され ているが,90%以 上 の

アセ トンでも含有す る水分 に よつて インシュ リンの生成に難 易があ り,沈 澱の性質に相違

があ るものであ る.此 の問題 につ いては未だ研究がないが,魚 類 の ラ氏島 よ りインシュ リ

ンを製造す る場合に於 てこの問題は特 に重要 であ る.

そ れ故 に著者 は12ＩE/mgの 精 製 魚類 インシュ リンをO.25NHCI酸 性80%ア セ トン

10cc中 に19含 有 す るよ うに溶解せ しめ,予 め200ccの フ ラ スコに用意 せ る99% ,97

%・95%・93%,のアセトン200cc中 に 各 々10ccつ つ を注加 してその ときの インシュ

リンの沈澱 生成状態 につ いて精査 した.

第6表.ア セ トン中 の水 分 と イ ンシ ュリ ンの 析 出 状 態.

上表によればアセ トン中の水分は インシュ リンの力価には影響を及ぼさないが インシュ

リンの色沢,粉 末状態に密接な関係がある.イ ンシュ リンの生成状態について略述すると

大体次の如 くである.

(1)99%の アセ トンにインシュ リン溶液を攪拌 しながら注加す ると インシュ リンは

白色の軽い微粒子 となつて生成し,ア セ トン中に懸垂 して容易に沈降 しない.

(2)97%の アセ トンの場合は生ずるインシュ リンの粒子は前のときよりもやや大 き

く沈降は緩漫であるが,20～30分 で完全に沈澱する.

(3)95%の アセ トンの場合は生ずる粒子は前の場合 よりも大きく沈降は速で攪拌 が

不充分のときは器底に附着することがある。

(4)93%の アセ トンの場合は生ずるインシュ リンは粉末状 とならず,紫 状 とな り粘

着性が強 く器底及び器壁に附着し取扱困難である.

沈澱の色調はアセ トン中の水分が少ないもの程良好である.水 分が多くなるにつれ沈澱

は褐色の度を増す.

か くの如 くアセ トン中の少量の水分が インシュ リンの生成状態,色 調及び組織に影響す

るのは,魚 類のインシュ リンはアセ トン溶液中に於ては強い吸湿性があるためと思われる.

それ故にアセ トンをインシュ リンの沈澱剤 として用いる場合には95%以 下のものはさけ

なければならない.無 水のものも インシュ リンの沈降が困難な場合があるので不便であ り

結局98%程 度のアセ トンが最 も便利である.実 際の操作に於てはアセ トンの濃度が98

%,イ ンシュ リン注加後の濃度が96%の 場合が沈澱の生成に最適である.
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摘 要

インシュ リンの精製法 として(1)等 電点沈澱法,(2)塩 類 として沈澱せしめる方法,

(3)有 機溶剤による方法,(4)燐 酸緩衝液による方法の4つ の方法について研究した.

その結果ある程度収量を犠牲にして高単位のインシュ リンを得るためには,燐 酸緩衝液に

よる方法がよく,力 価の上昇よりも収量に重点を置 く場合は,有 機溶剤による方法が適当
●

であつた.

アセ トン中に含有する少量の水分がインシュリンの沈澱生成に特殊な影響を与えるので,

この問題について実験的研究を行つた結果98%の アセ トンがインシュ リンの沈澱生成に

理想的であつた.
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Summary 

   As the method of purifying insulin several processes have been proposed, 

such as (1) isoelectric precipitation process, (2) sodium hydrochloride precipit-

ation process, (3) organic solvent process, (4) phosphate buffer process. Studying 

on these processes, the author found that phosphate buffer process produced 

the highest potent insulin, while the best yield of insulin was given by organic 

solvent process. 
   The water content of acetone used as the precipitant had certain influences 

upon the precipitation of insulin, 98 / acetone being the most favourable.


