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結晶鯨インシュリンに関する研究

第1報分離及び結晶化

斎藤恒行・石原義雄・伊藤裕三・藤野政芳

(ヰヒ海道大学水産学部水産化学教室〉

Studies on Crystalline Whale Insulin 

1. Isolat1on and crystallization 

Tsuneyuki SAITO， Yoshio ISHIHARA， Yasuzo ITO 

and Masahiko FUJINO 

Abstract 

Various purification procedures were examined for chemical and c1inical studies of whale 

insulin. It was ascertained that the method of extraction with di1ute acetone and then precipi. 

tation by zinc sulfate was most suitable for the preparation of the crude whale insulin. For the 

crystallization of insulin， Scott's method was improved to give a good yield from the crude 
insulin preparation. The pro四dureused by the pre..-oent writers differs from Scott's one in respect 

to requiring the addition of a smaIIamount of acetone. 
The crystals of w hale insu1in prepared by this method have the same micr<ωcopic appearance 
and the same phy百iologicalproperties as thα;e of cattIe insulin. 

陸上動物のイy シュリ γに就ては，古くより多くの研究がなされている。就中牛のイシシュリシに就ては

1926年 Abelが結晶として取り出す事に成功して以来，結晶化の方法も種々改良され1935年 S∞tt1)の考案に
よる方法が今日広〈用いられるに歪り工業的な実施も行われている。叉硬骨魚類2)3.4)のイ yシュリ yに就

ても結品化が成功している。

著者等ぬのはScottの方法により鯨イ yシェリ yの結品化を行い，更にこれ等，牛，魚，鯨三種のイシシ

ュリシの生理学的活性を比絞して最高作用発現時間に多少のずれを生ずるが，共の効力は殆んど差のないこ

とを明らかにしている。

du Vi凹.eaud等7)は牛，豚の脳下垂体後葉ホノレモy Vasopressinに就て，その構成アミハ酸を調べ，豚

Vぉopr闇 inには Arginineが存在せずに Lysineが入れ替っている事を示し，動物の種特異性がホノレモyの

アミノ蹴組成に見られる事を明らかにしているが，イyシュリ ylこ於ける種特異性の有無も興味をひく所で

ある。

結晶イシシュγの蛋白質化学的な研究も1946年来 Sanger一派の研究によって，牛，豚，羊等の結晶イy

シュリ yの構成アミノ酸.N末端， C未端等が明かにされ.1951年に8釦 ger8)により牛イyシュリシ，更に

1955年に Brown9)等によって，飯，羊のイ yシュリ yの構造が決定されるに至った。これ等の結果による

と，牛，豚.羊相互聞にその構成アミノ酸に若干の差を示し種特異性が認められた。即ち1倒9年にSanger10)

の定性的な結果， 1952年に Harfenist及び Craig等IIIの定量的な結果によると第一表に示した如く.Serine， 

Glycine， Threonine，. Alanine， Valine， lsoleucineの含量に差のある事が明らかにされた。

N米端は三者共 Phenylalanine，Glycineであり. C未端は Sangerの行なった Carboxypeptidase法によ

ると Alanine，Asparagineが検出され.Hydrazine法によると Alanine，Glycineであるとされている。この

一l労ー



北大水産糞報 lVII， 2: 

Table 1. Amino acid composition of insulin 
from differer】t鉛urces.(Harfenist et al. 1952)11) 
(number of residu閃 /moleof insulin) 

Amino凶 IBeefI・IPork 1・ISh町I.

Serine 

Threonine 

Glycine 

Alanine 

lml wt|mL wt|ml wt 
5734 5778 5704 

l2回 2ゆ J207
0.97 1.77 O.鮪

3.94 1 3.94 4.76 

2.91 2.17 2.99 

結果三者の構造は Phenylalanine鎖に於ては全

く同一であるが， Glycyl鎮では，その一部に

相違が認められたのである。魚イ yシュリ yに

就てはC未端に Lysineが特異的に検出されて

いる12)0鯨イyシュリ yに関しでは著者等のの

定性的な研究によると構成アミノ酸は牛等のイ

γシュリシと殆んど同じであるが，鯨には a-

Aminobutyric acidが特異的に検出され，叉N

未端は午等と全く同様 Phenylalanine，Glycine 

Valine 4.68 3.68 4.80 を， C未端では Glycine，Alanineの他に a-

Isoleucine O.田 1 1.54 I O.回 Aminobuty巾 acidを特異的に検出した。

著者等は以上の結果に基づき鯨イ ycノェリ y

の構成アミノ酸の完全分析，未端基，其の他理化学的研究を定量的に行う考えのもとに，其の第一段階とし

て大量の結晶を得る為，従来の S∞uの結品化の方法を検討しこれに改良を加え良好な結果を得る事が出来
たので，こ》に報告する。

実験の部

I 試耕， 1955年5月29日金華山沖にて捕獲されたイワシ鯨 (Balaeno.ρteraborealis Ll!JSSON)体長43!l}C，
♀の僻臓を凍結貯蔵したものを用いた。

E 力価の測定， Marks法及び TorontoII法に準じ，血糖定量は常法通り Hagedom-Jensen法に従つ

7こO

E 実験経過並に考察

1 粗イシシュリ γ製造

A Alcohol抽出法

i) Scott法

院臓磨砕物1kgを21の塩酸酸性アルコール (pH2ム CA50H:CR;OH， 9: 1 vol) にて，常温5時間

抽出し，漏過後其の瀦液に10%アシモニヤ水を加え pH8とし，不純蛋白質を沈澱除去する。得られた瀦液

に3N硫酸を加え pH3以下とし，議液の%量になる迄お。C以下で減圧濃縮後直ちに温度を500Cに上げ約

5分間保った後急冷し脂肪を遊離せしめて除去。 かくして得られた癒液に食塩を25.9五加えて塩祈を行い.一

夜放置後，沈澱を取りN/l!∞塩酸に溶かし再び食塩にて15%塩祈を行った。こ訟に得られた塩初物をアセト

シで脱水洗機後，硫酸デシケーター中で滅圧下乾燥した。

ii) 硫酸亜鉛，酢酸亜鉛糊日法

上記方法の中濃縮を乃量に止め，脂肪除去後の瀦液に飽和硫酸亜鉛溶液.飽和酢酸亜鉛溶液を夫々漉液1

I当り50mlの割で加え，直ちにN/.苛性ソーダにて pH5.6とし.一夜放置後得られた沈澱を集めN/1∞塩酸

に溶かし25%塩折， 15%塩析を行い，上述の操作と同様にして乾燥した。

B Acetone抽出法

E手臓廃砕物1kgを)..51の塩酸酸性アセトシ:にて室温5時間抽出を行川 pH8沈澱を行なった後，約7i量
迄滋圧濃縮を行い.脂肪を除去し得られた穏液に儲日亜鉛液，費抑酢酸亜鉛溶液を瀦液11に対し50mlずつ

加えpH5.6とし，一夜放置後得られた沈澱を N/1∞塩酸に溶かし，食塩にて25.9五， 15%塩祈を行なった後，

アルコール法と同様の操作によって乾燥した。

上述の種々の方法で得られた粗イyシュリ yの収量は第二表に示す如くである。
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Table 2. InsuIin yields by various metb叫s

Crude InsuIin 
Metbods 

gJ肥'rkg of 1I-U perI附 flU阿同of
pancreas preparation preparation 

Extraction S∞tt's metbod 0.586 2.5 1必5

witb Ppt.fbay te ziIE 
suI 0.l52 3 456 

aIcoboI Ppt. by zinc 
acetate 0.146 2 292 

Extraction Ppt.fbay te zi n c 0.730 2 1460 
witb suI 

acetone Ppt. by zinc 0.234 2 468 acetate 

この結果 Scott法並にアセト γ抽出硫酸亜鉛法が良い結果を示す事がわかった。しかしながらScott法は

後段の精製段階に於て共柄之純物の除去が困難で多量の損失を見た。この点アセトシ法に於ては柴同13)の詳

細な研究にも明らかな様に鯨イy シュリシ製造には長も適当な方法と考えられる。柴田の結果では，この方

法で大体存臓kg当り7∞単位であって著者等の場合に於ても本標品の等電点沈澱2回繰返すことによりmg当

り約10単位のものとする事が出来大体近似した値が得られた。

2 結晶化

イy シュリ yの結晶化には AbeI法1ベScott法1).Harington法15，.StaIIman法的等があるが，最も広く用

いられているのは Scott法であって，鯨イシシュリ yについては，著者等5)6)もScott法で結品化を行なっ

ている。しかしながら，この方法を鯨イy シュリシに其のま》適用するときは.pH5.9に近づ、けると相当量

が Amorphousに移行し結晶化が仲々困難であった。共の上収量の面でも常に一定の値を示さず，良い時で

60%.惑い時には10%前後であった。そこで著者等は StaIImanの鉄イオy と亜鉛イオシを共に加えて品出

せしめる方法を行なって見たが収量は一定となったが非常に悪かった。次に S∞Itt法でアセト y を含む母液
より結晶の品出する事が認められたので，アセト y溶液より溶解度の差により品出する可能性があるものと

考え第一図に示す様に処理した所極めて良好な結果が得られたのであるO その結果は第三表に示す。

Table 3. Yields of crystaI insuIin from crud:e insuIin 

Metb吋s Crude InsuIin Yield 6f CrystaIs Re∞附Y

1. 1.0∞I.U. 910 I.U. 91.9五

Autbors' 
2. 1.∞o 866 86 

metbod 

3. 1.000 8∞ 80 

mean 858 85 

Scott's 
metbod 1.000 550 55 

StaIIman's 
method 1.∞o 泊。 加

第三表に示す如く著者等の方法は平均約85%の収量を得る事が出来. S∞tt法，その他の方法に比し鯨イ
yシュリ yの結晶化には適当であると考えられる。

第二図に示す鯨イシシュリ:/ activity測定結果から考察すると，鯨結晶イ yシュり yの効力は，午の標

準イy シュリ :/1こ比しなんら劣っていない事が認められる。街対照の意味で牛及び魚の結晶イ y シュリシの

大体同単位の血糖降下曲線を測定したが，ーその結果鯨イ yシュリシは魚イy シュリ y よりは牛イ y シュリ y
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Crude insulin (1oOmg. 10 I.U.fmg.) 
Dissolv吋 in10 ml. of dil. HCI (pH 2.0) and fi1te凶.

Filtrate 

i M釧帥ωい…d必制仙ωed心ωdsωslo伽附…0仰州叫哨川吋川Iy刊y川N…u…い…djuω山1応s
pH 5.2-5.4 
After standing over night in ice-吋chestthe precipitate was remo中官dby antrifugation. 

The is心elec士ricprecipitate 
Di凶沿Ivedin 7.2 mI. of dil. acetic acid solution. 
After the addition of acetone to a concentration of 30 per cent， the acidity was adjusted 
to pH 5.9 by the addition of diI. NH40H. 
After standing for about 2 ho叫rsat room temp.， a f10cculant ppt. was r官官10Vedby centrifu. 
gation. 

A白 tonefiltra士e
Diluted to an adequate volume (ca. 24 ml.) by the addition of an ammonium晶cetatebuffer， 
pH 5.9 
Added a solution of zinc acetate (ca.O.03 ml..:. pH 5.9 with stirring 
Stored at room temp. for 10 hours and at refrigerator temp. for another 12 h叩お.
Ppt.containing the a:ctive principle was separated from the mother liquor by centrifugation. 

|一一一一一 /，[ 
Mother liquor / PI札

/ I Dissolved in 4 ml. of dil. aatic acid solution. 
! Stor吋 in ぱ rige凶 or// I Added a ωlution of zinc acet制 (α.0・回ml.)

[ Adjusted the acidity to pH 7.0 with dil. NH40H 
Crystals T~ acidity was then c:u:efully adjusted to pH 5.9 by dropwise 

addition of n/3 acetic acidぉ mightbe r問uired.
ノ IStor，官dat room temp. for 10 hours and at refrigerator temp. for 

another 12 hours. 
I 7in←insulin cry宮talsformed were separated by centrifugation. 

/ Crystals 

Direct1y after dissolving in 4 mI. of dil. acetic acid， centrifugation. and adding a solution of 
zinc acetate， adjusted the acidity to pH 5.9 
Pμ. formed was remov哩dby centrifugat蜘.

Spuぽnatant Ppt. 

Added an adequate volume of acetone Dissolved in dil. acetic acid solution 
Stored at room t疋mp.for 10 hours and at Added a solution of zinc acetat疋.
refrigerator temp. for another 12 hours. Adjusted the acidity ωpH 7.0 with dil. NH40H and 

Cn.s匂Is 山田 topH 5.9 by addittion of Nβace山 acid.
Ppt. formed was removed by centrifugation. 

Supernatant 

Added an ad岡田総 volumeof a白tone
Stored in refrig，湾rator.

Crystals 

Total cry銑als:38.6 mg. (22 1. U.jmg.) 
一:Pro:::ess as modified by the authぽS

Fig. 1. Scheme for crystallization of whale insulin 

tこ似た作用を示す事が認められた。

次に得られた鯨イγシ且リ yのま吉品の形状を第三図に示す。牛の場合では Abelの方法では斜方六回体，

Haringtonの方法では立法体又はこれに近い斜方六回体である。鯨の場合でも大体六面体である事は同様で

あるが.その形は各種条件，却ち水素イオシ濃度，亜鉛含量等のわずかの差によって菱化が見られる。しか

し図に示す如く襖形，斜方六国体等が主である。この他或る条件下六角錐双晶の‘cutイ'oml'が得られる。
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〉、

国

z 

% 
1∞ 

s 50 
凶

3 
凶

n 1 2 3 

回・ーー由ー司圃_Whale insulin 

-0ーーーO 申 Cattleinsulin 

-口-----_.-ロー Fishinsulin 

4 Hours after iniection 

Fig. 2. Blood sugar curves following the injection of various insulin 

ft.l木研究の遂行に当り試料の採取に多くの御便宜を計られた.'白木水産女)1]捕鯨場研究室ト後藤賢二氏に
深謝する。
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Fig. 3. Crystals of whale insulin 
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