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結晶鯨インシュリンに関する研究

第2報アミ ノ 酸 組 成

斎藤恒行・石原義雄・伊藤裕三・藤野政彦

ぐ北海道大学水産学部水産化学教室)

Studies on Crysta1line Whale Insulin 

n. Amino acid composition 

Tsuneyuki SAITO， Yoshio ISHIHARA， Yasuzo ITO and Masahiko FUJINO 

Abstract 

As reported in the previous paper， the authors were able to prepare sufficient quantity of 
crystalIine whale insuIin for the purpωe， and therefore， the complete analysis of the protein was 
undeitaken. The amino acid composition of hydrolysates of crystaIIine whale insuIin has bIヨen
determined by chromatography on columns of Dowex 5Q-X8. The co庶民tedanalytical values 
yield integral numbers of residues for most of the amino acids and account for 97.64 per cent of 
the nitrogen and 94.51 per cent of the weight of whale insuIin. 

The analyses indicate the foIIowing 48 amino acid residues in the whale insuIi~ molecule 
Cmin. moI. wt. 5719C253 H315 N05 075 S心:Aspo Glu7 GlY4 Ala3 Vali Leu5 Ileu~ Ser~ Thr2 CyS3 
Prol Phe! Tyr3 His2 LYSl Argl (ーCONH2)O.

錨雷

今迄に牛・豚・羊誌に各種硬骨魚の結晶イシシュリ γが単離され.之等の中牛・豚・羊イ yシュリ yに就

てはアミノ!竣組成が定量せられて，元素組成・結晶形・生物活性・向流分配，誌にアナフィラキシ一反応・

補体結合反応等の免疫学的見地からも種属特異性が認められないのに拘らず1)2).Thr， Ser， Gly， Ala， Val， 

Ileu等のアミノ酸含量に差異を示す事が明かにされている。 3-6)

先にイ yシュリシの一般製法を各種比駁し亜鉛塩添加の柴田法8)の優秀性を確認し，更に結晶鯨イ yシュ

リyの単離を報告7)したが，ここにその構成アミノ酸の完全分析を行った結果，前記イ yシュり y 同様に

Met， Try， CySHを欠くも Asp，Glu， Pro， CyS， His， Lys， Arg以外の含量に若干の種属差異を認めたので

報告する。

実験の部

試斜一一前報7)のイワシ鯨 (Balaeno.ρterahorearjs Lωson)の結晶インシュリ yを2回再結を繰返した後

アセトン洗糠.真空デシケーター内で乾燥供試した。

加水分解一一結晶イシシュリシを10倍量の6NHClと共に封管中1l00Cに24時間及72時間加熱して加水分

解した後滋圧下過剰の塩酸除去後常法により Bufferで pH調節定容後一定量を供試。

アミノ酸分析一一Moore& Stein法的に従って行い別に CySの定量を Schram，Moore & Bigw∞d針。>，

Tyrの定量は紫外部吸収法を併用した。加水分解に於ける個々のアミノ酸の分解に対する補Eは24時間及

72時間雨水解物の定量数値から外掃t去に従って行った。

・実験結果並にヨta
実験結果は Fig.1及 Tab.1， 2に示す如くであ色。

一 回一
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Fig. l-a. Typical effluent curves fOI 24-hour hydrolysate of whale insulin 

cl∞cm. column of Dowex田 -X8)
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定性的に見る時は Met，Try， CySHを欠きく別に Tryに就ては Coleの反応，紫列部吸収の定性試験何れも

negative， CySH fニ就ては Nitroprusside反応等で嶋田tive】之迄のイシシュリ y と金〈同一である。

先にペーパーグロマトグラブイーで"'-aminobutyric acidが認められたが今回は全く検出されず二泊扮
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Fig. l-b. Typical effluent curves for 24-hour hydrolysate of 
whale insulin Cl5cm. column of Dowex 5O-X8) 
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Tab!e 1. The Amino Acid Com似溜itionof Wha!e InsuIin 

Amino Acid ~~n~ a:2~+~r I A~~n~~c~d _~~~~~e I N as % of total N I N?:.~?! :~si;~~~~;ger 1∞g. protein }:町 100g.protein I ". a~/O v， WLa， "1 moJe of insulin 

Aspartic acid 6.74土 O.ωg.1 5.84 :!: 0.08
g.1 4.52 :!: 0.06 

Threonine 3.34士 0.14 2.84 :!: 0.12 2.49士 0.10

Serine 4.97士 0.02 4.11 :!: 0.02 4.22士 0.02

Glutamic acid 16.29 :!: 0.06 14.95士 0.05 10.32土 0.04

Proline 1.46 1.23 1.13 

Glycine 5.08士 0.02 3.86 :!: 0.02 6.04士 0.02

Alanine 5.03士 o.但 4.01士 0.02 5.04 :!: O.回

Cystine市 11.ω 9.43 8.23 

Valine 7.56:t 0.19 6.40士 0.16 5.76士 0.14

lsoleucine 5.08士 0.20 4.38 :!: 0.17 3.46 :!: 0.14 

Leucine 11.55 :!: 0.08 9.97士 0.07 7.87土 0.05

Tyrosine 8.位土 0.04 7.76 :!: 0.03 4.25士 o.但

Phenylalanine 10.78士 0.11 9.59士 0.08 5.83土 0.06

Histidine 5.10土 0.23 4.51士 0.20 8.80 :!: 0.43 

Lysine 2.62土 0.30 2.30士 0.26 3.20 :!: 0.37 

Arginine 3.72士 0.16 3.33士 0.14 7.白土 0.33

Ammonia 8.86 :!: 0.46 

Total 1ω.03 94.51 97.64 

* Measured as cysteic acid but calculated as cystine. 

Amino acid 

Table 2. Effect of Prolonged H ydrolysis Time on tbe 
Amino Acid Composition of the Whale Insulin 

Number of residues 

3.04士 0.04

1.68 :!: 0.07 

2.84土 0.01

6.65士 0.02

0.76 

4.05土 0.02

3.39士 0.01

2.77 

3.88士 o.凹

2.沼:!:O.ω 

5.29士 0.03

2.86 :!: 0.01 

3.92士 0.04

1.97士 o.凶

1.08 :!: 0.12 

1.28 :!: 0.05 

5.96士 0.31

24 hr. 72 hr. Average or extrapolated values 

A勾articacid 2.82 2.45 3.04 * 
Threoine 1.63 1.52 1.68・
Serine 2.59 2.09 2.84 * 
Glutamic acid 6.13 6.54 6.65 ** 
Proline 0.74 0.71 0.76 * 
Glycine 3.97 4.12 4.05 

Alanine 3.39 3.39 3.39 

Valine 3.34 3.77 3.88 *本

lsoleucine 1.61 2.18 2.詔柿

Leucine 5.28 5.31 5.29 

Tyrosine 2.47 1.67 2.86 * 
Pbenylalanine 3.14 3.80 3.92 *喰

* Extrapolated to zero time of hydrolysis. 
判 Averagesof the recoveries after 72-& 96-hour hydrolysates. 

解生成物であったものと考える。

定量的には之迄の牛・豚・羊三種イシシュリ y と比較して種属差が認められる。

一回一



1957) 斎藤外:結畠イ Yシュリ yの研究 (2)

アミノ酸含量の定量分析に於ては蛋自の水解時に於るアミノ酸の破壊(或いは逆にJK解不充分の為の

peptide現存〉に対する補Eが難しい問題であるがJK解時聞を延長しての結果と外掃訟で処理した。 Tyrは紫

列部暖収による定量結果と一致した。 CySは別に performicacidで酸化した蛋白内の CysteicacidをSchram

等10)の Dowex2を用ひてのこの定量法を併用した。 JK解時聞を異にした場合の個々の分解語度は Tab.2Iこ

示す如くであるが Harfenistの結果と傾向を同じくしているが Aspのみが逝である。之は Hirs，Stein & 
M∞，re等11)の場合が我々と同じ傾向を示している o N回収率及アミノ酸残基の含有率共に良好であるので以

上の処理で充分と考える。

鯨イ y シュリ ~1 モル当りの各アミノ!駿残基数を見る為に Nー末端の Gly 及 Phe の定量結果より Mmin.

平均 5~削が得られるので C之は次回に報告の予定， f{，iアミノ酸残基からの bestMmin.も約 6，0∞である〉

今 Mmin.6，∞0とした時の結果を Harfenistの測定値と比較すると Tab.3の如くである。(イシシュリ y

Amino acid 

Aspartic acid 

Tbreonine 
F ・
とenne

Glutamic acid 

Proline 

Glycine 

Alanine 

Cystine 

Valine 

lsoleucine 

Leucine 

Tyrosine 

Pbenylalanine 

Histidine 

Lysine 

Arginine 

Ammonia 

のアミノ駿含量に関しては前記 Sanger，Harfenistの他に最近も Grassmann等12)の報告がありIleu及 Val

の含量に多少の問題がある様であるがここでは Harfenistの結果を取る〉。

Tab. 3 により鯨・牛・豚・羊の4種イ yシュリシのアミノ酸含量を比較するとー一一4種イシシュリ y共

同一含量のアミノ酸:Asp， Glu， Pro， CyS， His， Lys， Arg及アミド基。モル当りの民基数も 4種問ーである。

鯨のみが特異的に異るもの 1εu，Tyr， Pheに対し羊では Gly，豚では Alaが特異的に量を異にして存在

するアミノ酸である。

この他鯨イ yシュリンは Thrが牛より 1分子多く阪と同一， Valは牛より 1分子少く豚と同一， IIeuが牛

より 1分子多く豚と同一で豚イ y シュリシに最も近い類似性を示す。但し豚より Alaとpheを各1分子多く

LeuとTyrを各1分子少く含有している。この様に4者共アミノ酸残基数は同一で旦 Mmin. も極めて酷似

しているも構成アミノ酸含量を相互に若干異にしている。

イシシュリ yのホルモy活性と構造との問題に於て ACTH，Oxytocin， Vasopr，舗inのま日き小分子の

-57-
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peptide fragmentを酸，アルカリ，各種蛋白酵素による水解で得ょうと F陀udenbergl3)ー16). But!er11)18). 

Phi11ips19)及 Harris20)等多数の研究者が努力し来ったが.S-S総合13)phenol性 OH2lJ，若干の遊離 carboxyl

基13)等が活性に関係ある事 c-末端の Asp(NHグ0)が或程度関係する事が判明したに止まる。同様の報

告加が昨年も出されたが矢張り negativeworkであった。但し R∞kefeller研究所の Merrifield& W∞lley2BJ 

の Strepogenin活性の開ltapeptide(Ser-His-Leu-Val-Glu-ー先にSangerも取出している)を証明した事

は注目に値する。近い将来新しい発展が期待される。 4種イ yシュlJyを比絞する時若干の種属皇室が見られ

るが生物活性その他殆ど同一である事は之らの種属差を示すアミノ酸のイシシュlJyの性質に与える彫響が

小なる事を示し，従ってホルモシ活性は之等アミノ酸とは関係が薄いものと考える。

嬰 約

結晶鯨イyシュり yのアミノ酸組成を Moore& Steinの Dowex:50のイオY交換グロマトグラフ法により

定量し豚・牛・羊等陸上動物のイ yシュリシとの種属特異性を見た。

(木実験遂行に当り本学村田研究室の各位及び久保周一郎講師に多大の御援助を頂いた。厚〈謝意を表す。〉
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