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Insulin receptors on erythrocytes were studied in normal and diabetic pregnant women 

to clarify the mechanism of insulin resistance in pregnancy. The assays of insulin receptors 

were performed according to the method of Kobayashi, which is a slight modification of 

the method of Gambhir. 125 I-insulin binding showed no significant differences between 

normal pregnant women during the first (n=18), the second (n=lS) and the third (n=54) 

trimesters and nonpregnant controls (n=52). There were also no significant differences 

between the values before and after delivery (n=8). Reticulocyte counts significantly in-

creased in pregnant women during the second trimester and during the later periods. There 

was a positive correlation between 125 I-insulin binding and reticulocyte counts in late 

pregnancy. These findings suggest that reticulocyte counts should always be considered in 

estimating erythrocyte insulin receptors in pregnancy. 

Then, insulin binding in late pregnant women with reticulocyte counts below lOo/oo 

(n=20) was studied. The value was slightly decreased as compared to that in the nonpregnant 

controls, but the difference was not significant. 125 I-insulin binding in gestational diabetes 

(n=6) was decreased, but that in overt diabetes (n=4) was not. Patients with overt diabetes 

had been receiving insulin therapy. Insulin resistance in normal pregnancy cannot be ex-

plained by the changes of insulin receptors from this study. It may be due to some post・ 

receptor abnormalities. But decreased insulin binding might be one of the factors that 

manifest or deteriorate gestational diabetes. 
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まえがき

（こは，耐糖能の止常な妊婦における血中インスリン 妊娠糖尿病の発症， ィン

I , ,jり隊の必要な糖尿病合併女壬婦の血糖コントロールに必要な投与インスリン量の増加など，妊

ィンスリン抵抗性増大をホ唆する現象かみられる17)i9) 26) 27)。この妊娠時におけるインスリン抵

，近年，血中グルコース濃度を恒常的に保つようにグルコースを持続投与する検査法

glしiJ
1,se clamp法）によっても確認されてし＼る (i)。しかし，妊娠時のインスリン抵抗性増大の機序に

'_': 二、まだ，そのインスリン抵抗性の増大か何らかの関連を持つと推察されている妊娠糖：尿病

に関しては，現時点におし、ても不明な点か多い17)。

}J';Ji年，インスリン作用機構に関する研究か進歩し， インスリンかその標的細胞に作用する

汀,'/)第一段階か，インスリン受容体との結合てあることか明らかにされた。そして，各種のイン

，＇、リ／抵抗性を示す病態力、インスリン受容体の異常もし〈は受容体以外の細胞内機構の異常に基つ

/)レして説明されている
l) 3) JI) 12) 22) 

奸如翡のインスリン抵抗性増大の機序に関しても，インスリン受容体の面よ I)検討された成績か
2) 9) 18) 23) 24) 28) 

兄(1fてに Vヽ くつか報告 されてしヽるか，その成績は必すしも一致していない。

且＇庫妊娠時におけるヒトのインスリン受容体に関しては， Beck-Nielsenらが単核球を用いて
125 

尻jしだ成績を最初に報告した。その報告においては，妊娠後期妊婦における単核球の I-insulin結

合，手は正常非妊婦に比し低下しており，その結合率の低下は Scatchardanalysisより，主としてイ

／スリン受容体数の減少の結果生じたものと考えられ，そして，妊娠時のインスリン抵抗性増大は，

そハインスリン受容体数の減少により生じている可能性があると辿べられている。また， Paganoら 23)

もヒト脂肪細胞を用いて同様の成績を報告している。しかし，その後の単核球もしくは赤血球を用
9) 18) 24) 28) 

ぃ-~検討された報告では 正常妊娠時におけるインスリン受容体数の滅少を証明できず，妊娠

時のインスリン抵抗性増大はインスリン受容体以外の細胞内機構の変化によって生じていると推察

べれてしヽ る。

1i1iす餅能異常を示す妊婦におけるインスリン受容体に関しては， Paganoら23)はインスリン治療を必

要どした糖尿病合併妊婦における脂肪細胞の125I-insulin結合率か正常妊婦に比し低値を示すこと

を報訂し， Gratacosら9)は単核球を用いて， Whiteの分類における classAの症例では 125I -insu-

l in結合率が上昇し，未治療の classBの症例では低下し，インスリン治療中の classBの症例では

ii諮妊婦と有意差のないことを報告した。また，胎盤の膜分画を用いた検討では， Harrisonら10)がイ

ノスリン治療中の糖尿病合併妊婦で， Duran-Gardaら4)が妊娠糖尿病妊婦で，それぞれ1251-insu-

lin結合率の低下を報告している。このように，耐糖能異常を有する妊婦に関しては， 125I-insulin 

鈷合率の低下傾向を示す報告が多いようであるが，特に妊娠糖尿病のみを取り上げた場合には，そ

?)報告も少く，また成績の一致も得られていない。

今回私は，正常妊婦および耐糖能異常妊婦（妊娠糖尿病および糖尿病合併妊婦）の赤血球におけ

るインスリン受容体を検討し，正常妊娠時に認められるインスリン抵抗性の増大がインスリン受容

体の変化に基づくものかどうか，そして，特に妊娠時において糖負荷時の血糖値が糖尿病域を示す

奸娠糖尿病は，その成因に不明な点か多く，インスリン受容体面より妊娠糖尿病の発症機序に関し

で名察を加えた。
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材料と方法

1)対象

昭和55年 9月より昭和57年 3月の間に，三重大学医学部附属病院産婦人科で診療した正常妊婦（妊

娠初期18例，妊娠中期15例，妊娠後期54例）および耐糖能異常妊婦（妊娠糖尿病 6例，糖尿病合併

妊婦 4例）を対象とした。また，正常非妊婦52例の値を対照として用いた。正常非妊婦および正常

妊婦については，体重（正常妊婦の場合は妊娠前体重）が標準体重（（身長(cm)-100) X O . 9 (kg)) 

の120%を越える肥満者は除外した。

2)試薬類

pure pork insulin (清水製薬より提供）， bovineserum albumin(Fraction V,Sigma), Na 1251 

(New England Nuclear), Lymphoprep(Nyegaad&Co.As.Oslo)を用い， di-n-butylphthalate, 

Chloramine T, およびその他の化学試薬類は，半井化学薬品製のものを使用した。

3)1251-i nsul inの作製
7) 

Freychet らの方法に従い， ChloramineTを用いてインスリンのヨード化を行った。得られ

た125I-insulinのspecificactivityは60~120μCi/μgの範囲にあった。

4) buffer 

Gambhirら8)による bufferGを使用した。その組成は， Tris50, HEPES 50, NaCl 50, KCl 5, 

MgCl2 10, CaCl2IO, EDTA 10, Dextrose 10 (mMol) である。 1%のbovineserum albuminを

添加後， 2規定 NaOHにてpHを8.0に調製した。

5)赤血球浮遊液の調整

早朝空腹時ヘパリン加血 5~ 7 mlを1,000gで10分間遠心し，血漿およびhuffycoatを除去後，約

2倍量の生理食塩水で希釈した。それを 2mlのLymphoprep上に重層し， 400gで20分間室温で遠心

した。上清，単核球を含むLymphoprep層およびhuffycoatを除去し， bufferにて洗浄後，再度buffy

coatを除去し， 2倍量のbufferを加え，結合実験に用いた。

6)赤血球数および網状赤血球数の算定

赤血球浮遊液の赤血球数は，改良型 Neubauer血球計算盤を用いて算定し，網状赤血球数は塗抹

標本を methyleneblueで染色し， 1,000~2,000個の赤血球を数え，その中に占める網状赤血球の

割合を算定した。

7)125 I-insulinの赤血球への結合実験
8) 

Gambhirらの方法を改変した小林ら13)の方法に従い， 125I-insulinの赤血球への結合実験を1和

た。スチロール製の試験管（シオノギチューブ）に赤血球浮遊液400μ1,125I-insulin50μl (終濃良

0. 4ng/ml), 非標識インスリン50μ1 (終濃度 0, 1 , 5 , 10, 25, 50, lOOng/ml) を混じ， 15℃に

て3.5時間孵置した。 1時間ごとに手で試験管を振盪し， 3.5時間の孵置の後反応液100μ1を取り，

buffer200μlとdi-n-butylphthalate 100μ1を重層したmicro-centrifugetube (容量400μ1,ポリt

チレン製）内に重層した。 1,500gにて 5分間遠心することにより，赤血球が最下層に， di-n-butylr

phthalateが中間層に， bufferが上層に分離されるので，中間層の位置で micro-centrifugetubeを

鋏にて切断し，赤血球の放射能を welltype scintillation counter (Aloka)にて測定した。
まに

多量の非標識インスリン（終濃度lOOμg/ml) を混じた結合実験を平行して行ない，その場合(1)12斗

insulinの赤血球への結合を非特異的結合とした。

8)結合実験によって得られた結果の解析方法
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赤血球浮遊液中の1251-insulinの総放射能に対する赤血球に結合した1251-insulinの放射能の割合

を結合率とした。非特異的結合実験における結合率を非特異的結合率とし，各非標識インスリン濃

度下における結合率より非特異的結合率を差し引ぎ，それを特異的結合率とした。以下の成績の解

析にあたっては，すべて特異的結合率を用い，結合率という言葉は特に注釈のない限り特異的結合

率を意味する。また，特異的結合率は赤血球2.4Xlび個あたりの値に換算した。

ホルモンとホルモン受容体との結合の程度を左右する要素として，受容体数と親和性の 2つか考

えられており，そのいずれが変化しても，結合率に変化が生じる。受容体数と親和性の解析には通

甜Scatchardanalysis25)が適用されている。それは，（結合したホルモン量）と（結合していないホ

ルモン贔）の比を縦軸に，（結合したホルモン量）を横軸にとり，各ホルモン濃度下で測定した結

合率よリ両値を算出してプロットするもので，得られた直線の傾ぎより親和性が，直線を延長した

場合の横軸との交点より受容体数が計算でぎる。

9)血糖， IRIの測定

血糖は mutarotase-glucose oxidase法によるキット（和光純薬）を用い，血漿中の glucose濃度

を測定した。血漿 IRI(immunoreactive insulin) はradioi mmunoassayによるキット（シオノギ製

槃）を用いて測定した。

10)統計学的検討

unpaired Student t testを用いた。

研 究 成 績

l)基宛的検討

実験期間中，同一健常男子より 38回の採血を行ない， interassayvariationを検討した(Fig.1)。
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Interassay variation of 1251-insulin binding to erythrocytes determined 

by 38 times separate assays on one healthy man. Coefficient of vari-

ation = S.D./mean. 
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186 正常および糖代謝異常妊婦における赤血球インスリン受容体の解析（豊田）

実線で示した曲線か・125I-insulinの赤血球への結合曲線であり，点線で示しだ伯線か各インスリン

濃度下における変動係数（標準偏差／平均）の変化を表わしている。インスリン0.4ng/ml濃度下にお

ける変動係数は12.1%と比較的良好な値てあるが， インスリン濃度か上昇するに従い変動係数はし

だし、に大ぎくなり，インスリン lOOng/ml濃度下では32.8%となっだ。

非特異的結合の，結合しだ総125I -i n s u I i n量（特異的結合と非特異的結令の和）に対する

インスリン0.4ng/ml濃度下て8.0~30%の範囲にあり， 平均21%てあった。

incubation中の125I-ins u 1 inの分解率を trichloraceticacid沈澱法により検討したところ， 0.89 

士1.31%となった。

2)妊娠各時期における赤血球への1251-insulinの結合

Fig. 2に正常非妊婦54例，妊娠初期妊婦18例，妊娠中期妊婦15例，妊娠後期妊婦52例の結介薗虞

を示した。インスリン低濃度域より高濃度域まて， 4者間に結合率の有意の差は認められなかっだ

Fig. 3にその Scatchardanalysisを示した。他のインスリン受容体に関する報告と同様に 2相性の

曲線か得られたか， 4者間に，曲線の傾ぎ（親和性）および曲線の延長線と横軸との交点（受容休

数）に関し，著明な差は認められなかった。

3)産褥期における赤血球への125I-insulinの結合

8例の妊娠後期妊婦において，分娩前と分娩後 5~10日に，赤血球への125I-insulinの結合を同

一人で比較した。 Fig.4に示したように，両者間に結合率の有意の変化は認められなかった。

4)妊娠各時期，産褥期における網状赤血球数

Fig. 5に示したように，妊娠中期以降において有意 (P<0.01) に網状赤血球数か増加していた，＂

5)網状赤血球数と結合率との相関

インスリン0.4ng/ml濃度下における赤血球への125I-insulinの結合率と，赤血球浮遊液中の網状

赤血球数との相関を，妊娠後期妊婦において検討した(Fig.6)。回帰直線は y=0.096x+3. 766、相閏

係数はY=0.38となり，有意 (P<0.01)の正相関を認めた。

6)網状赤血球数が10%0以下の妊娠後期妊婦における赤血球への1251-insulinの結合

正常非妊婦に比し軽度の結合率の低下傾向を示したか有意ではなかった (Fig.7)。

7)妊娠糖尿病妊婦および糖尿病合併妊婦における赤血球への 125I-insulin結合

6名の妊娠糖尿病と考えられる妊婦および4名の糖尿病合併妊婦につき，赤血球への12sI-insulin 

の結合率を検討した。ここでの妊娠糖尿病 (gestationaldiabetes) とは，妊娠時に初めて発見苔れ

た比較的軽度の耐糖能異常者で，糖負荷試験の成績がWHO専門委員会勧告29)によるIGT (impair~ 

ed glucose tolerance) または diabetesmel l i tusに相当し，食餌療法でコントロール可能であっと

症例とした。 4名の糖尿病合併妊婦のうち 3名はインスリン依存型糖尿病 (IDDM)と考えられ， i

名はインスリン非依存型糖尿 (NIDDM)と考えられる症例であるが，いずれもインスリン治療を

行なっていた。 Fig.8に示したように，妊娠糖尿病妊婦では結合率の低下傾向が認められ，インス

リン低濃度域において正常非妊婦に比し有意 (P<0.01)の差が認められた。糖尿病合併妊婦ては

特に著明な結合率の変化は認められなかった。

8)正常非妊婦，正常妊娠後期妊婦，妊娠糖尿病妊婦，糖尿病合併妊婦の性状

Table 1に各々の年令，体重，体重増加量，空腹時血漿IRI値，空腹時血糖値，網状赤血球数を

示した。年令は妊娠後期妊婦および妊娠糖尿病妊婦において正常非妊婦に比し有意に高く，

体重は妊娠糖尿病妊婦において正常非妊婦および妊娠後期妊婦に比し有意に重かった。
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→ おいて妊娠後期妊婦に比し有意に小さかった。空腹時血漿IRI値は正常非妊婦，

妊娠後期妊婦，妊娠糖尿病妊婦の間に有意差を認めなかったか，空腹時血糖値は妊娠後期妊婦にお

いて正常非妊婦に比し有意に低く，妊娠糖尿病妊婦において妊娠後期妊婦に比し有意に高〈，糖尿

おいて正常非妊婦，妊娠後期妊婦に比し有意に高かった。
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women with abnormal glucose tolerance. 

G.D.M.: gestational diabetes mellitus 

D M.: pregnancy complicated with diabetes melhtus 

* *: significantly different from non pregnant (P< 0.01) 

Table 1. Characteristics of the subjects. 

n age body weight IRI FPG reticulo-
weight gain cyte 

(yr.) (kg) (kg) 炉U/rnl)(mg/dl) (%0) 

nonpregnant 54 24.3 50.3 9.6 84.3 6.7 
+5.3 +5.7 +2. 1 +9.4 +2.8 

29.5 骨資 79.骨1 ** late pregnant 52 49.0 11. 7 10.9 11. 8 
+3.6 +5.7 +2.6 +4.4 +9.2 +5.7 

31.4 骨骨 59 6 骨＊

＊＊  

G.D.M. 6 8.0 9.0 88.6 12.9 
+1.5 +8.2 +7.3 +4.8 +9.9 +9.0 

＃＃ ―#  
資 ＊＊  

D.M. 4 25.8 47.4 5.4 96.8 21.6 
+3.0 +5.3 +4.2 +8.2 +17.4 

―## ―## ＃ 

G.D.M.: gestational diabetes mellitus 

D.M.: pregnancy complicated with diabetes mellitus 

IRI・ ・. 1mmunoreact1ve insulin 

FPG: fasting plasma glucose 

*(P<0.05), **(P<0.01): significantly different from nonpregnant 

#(P<0.05), ##(P<0.01): significantly different from late pregnant 

9)インスリン治療の前後でインスリン受容体を測定し得た 1症例について

糖尿病合併妊婦のうち NIDDMの1例は，インスリン治療の前後でインスリン受容体の測定を行な

うことができたので，その成績を Fig.9にscatchardplotにより示した。妊娠27週におけるインス

リン使用前の曲線の傾きは急峻であり，親和性が上昇していると考えられるが，妊娠40週における
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Fig. 9. Scatchard analysis of 125 I-insulin binding to 

erythrocytes from a diabetic pregnant 

woman before and after the insulin treat-

ment. 

考 察

ヒト赤血球のインスリン受容体の測定は， 1977年 Gambhirら8)により初めて報告されたか， それ

以後，比較的少量の採血で測定可能である利点のために，各種のインスリン抵抗性病態の発症機序

を解明する手段としてしばしば用いられてきた15)。しかし，赤血球を用いるこの方式を妊娠時のイ

ンスリン受容体の評価に適用する場合には，注意を要する若干の問題点かある。第一の問題点とし

て，赤血球かインスリンの標的細胞ではないことかあげられる。しかし，ラットにおいて赤血球と

脂肪細胞のインスリン受容体が相関することか報告14)されており，赤血球を用いることにより，他

の標的細胞のインスリン受容体の変化をある程度推測することは可能ではないかと考えられる。第

二の問題点として，赤血球インスリン受容体の数の調節 (downregulation) か他の細胞に比し緩

慢と考えられ， 2~3ヵ月を経ないと赤血球の全部が影響を受けない15)と考えられていることがあ

げられる。しかし，妊娠期間は約 9ヵ月であり，すでに妊娠中期には，高インスリン血症などの妊

娠時に特徴的な糖代謝の変化が出現することが明らかにされている
11) 
ので，赤血球によっても，妊

娠時のインスリン受容体の数の調節をとらえることは可能ではないかと考えられる。第三の問題点

どして，赤血球の成熟に伴うインスリン受容体の数の減少があげられる。すなわち網状赤血球数と

赤血球への125I-insulin結合率が正の相関をすることが報告5)16)されており，その場合の結合率の

変化は主として受容体数の変化によるとされている。したかって，妊娠時を含めて，造血能に変化

を来たし得る状態において赤血球インスリン受容体の検討を行なう場合には，常に網状赤血球数を

衿慮に入れる必要があると考えられる。以上の諸条件を考慮に入れるならば，妊娠時のインスリン
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受容体の評価に赤血球を用いることは可能ではないかと考えられる。

今回使用しだ測定系の精度については， Fig.1に示したように，インスリン低濃度域では比較的

良好な精度を示しているか， インスリン高濃度域では変動係数かやや高値となり，少数例の検討を

行なう場合には， インスリン高濃度域の判定を慎重に行なう必要かあると考えられる。

正常妊婦の赤血球インスリン受容体については，妊娠各時期およひ産褥斯に有忍の結合率の変化

は認めす， Scatchardanalysisによっても親相性および受容体数に著明な変化は認められなかっだ

(Fig. 2, Fig. 3, Fig. 4)。しかし，妊娠中期以降では網状赤血球数が有意に卜昇しており (Fig.5), 

また，妊娠中においても網状赤血球数と結合率が正の相関をすることか確認されたので(Fig.6), 特

に妊娠叶：！期以降におけるインスリン受容体の検討に際しては，網状赤血球数を考慮に入れる必要か

あると考えられる。そこで，網状赤血球数か，正常非妊婦とはぼ同程度と考えられる 10%o以下の奸

娠後期妊婦20例に限ってインスリン受容体を検討したところ (Fig.7), 正常非妊婦に比し

の若干の低下傾向を認めた。しかし，個体間のばらつきか大きいこともあり，有意差を認めるには

至らなかった。

ィンスリン受容体の数の調節因子の一つとして血中インスリン濃度があり，結合率と血中インス

リン値が逆相関し，その結合率の変化は主として受容体数の変化であることか報告22)されている。

妊娠時には一般に高インスリン血症が認められる19)ので，妊娠時にインスリン受容体数が減少する

ことが期待される。それにもかかわらず，妊娠時にインスリン受容体数が減少するという報告か少

なく，今回の検討においても受容体数の有意の減少が認められなかった原因の一つとして，妊娠時

の高インスリン血症の程度がそれはど大きくはないことがあげられる。インスリン受容体の減少の

程度は，糖負荷時の insulinareaよりもむしろ空腹時のインスリン値と良く相関することが報告召

れているか，今回検討した正常妊婦と非妊婦との間には，空腹時IRIに関して有意差は認められな

かった。

次に耐糖能異常を伴った妊婦の検討では，妊娠糖尿病妊婦で結合率の低下傾向が認められ，非妊婦

に比し，インスリン低濃度域において有意差を認めた (Fig.8)。インスリン高濃度域においては両

者の間に有意差を認めなかったが，その原因の一つはインスリン高濃度域における測定値のばらつ

きが大きいことにあると考えられる。したがって，症例数を考慮に入れると，今回の成績からは妊

娠糖尿病妊婦における結合率の低下が親租性の低下によるものか受容体数の減少によるよるものか

を断定することは難しいと思われる。しかし，いずれにせよ，生理的な濃度に近いインスリン低濃

度域において結合率が低下していることは，インスリン抵抗性を増大させる一因になると考えられ

る。

糖尿病合併妊婦においては，結合率の著明な変化は認められなかった。非妊時の糖尿病患者に関

しては，特に未治療の NIDDM患者において，結合率の低下が認められるという報告が多い1)20) 22)。今回

の検討で糖尿病合併妊婦において著明な結合率の低下が認められなかった理由としては，症例数の

少ないことも考えられるが，全例インスリン治療中の値であること，網状赤血球数が有意に多いこ

とか考えられる。 NIDDMの 1例については，インスリン治療前と治療後に検討しており，治療前

に親和性の上昇が認められ，治療後にほぼ正常の親和性に復していた (Fig.9)。このインスリン治

療前の親和性の上昇の理由は明確ではないが，非妊症例に関し，大角ら20)21)はコントロール不良な

未治療の糖尿病患者で代謝異常の高度な場合には，赤血球インスリン受容体の親和性が上昇する場

合のあることを報告しており，自験例もそれに一致するのではないかと考えられる。
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以に正常および耐糖能異常妊婦における赤血球インスリン受容体について検討を加えた。正常

｝：賃硫：：：おいては，若干の結合率の低下傾向を示したが，非妊婦に比し有意差は認められなかった。

rj)成禎からは，正常妊娠において認められるインスリン抵抗性の原因をインスリン受容体の変

に京めることは難しいと考えられる。したかって，正常妊婦におげるインスリン抵抗性増大

ィンスリン受容体以外の細胞内機構の変化に基づく可能性があると推察される。

＾｝］，妊娠糖尿病妊婦に関しては有意の結合率の低いか認められた。妊娠糖尿病の発症機序は現

りても明らかではないか，基本的には，妊娠時のインスリン抵抗性増大に対して膵インスリン分泌

/J'r i-分な場合に発症すると考えられる。インスリン受容体における結合率の低下は妊娠時のイン

スリン抵抗性をさらに増大させると考えられ，それか，妊娠糖尿病の発症もし〈は増悪の一因とな

）ている可能性かあると推察される。

結 語

廿．常および糖代謝異常妊婦における赤血球インスリン受容体を検討したところ，以下の成績が得

,;1しだ。

1)正常妊婦では，妊娠初期，中期，後期，産褥期の各時期において，非妊婦に比し結合率の有意

の夜化を認めず，受容体数および親和性のいずれにおいても，著明な変化は認められなかった。

2)妊娠中期以降に網状赤血球数の有意な増加が認められ，かつ，網状赤血球数と結合率の間の有

立の正相関が，妊娠後期妊婦において認められた。

3)網状赤血球数か10焔以下の妊娠後期妊婦について検討したところ，非妊婦に比し若干の結合率

の低下傾向が認められたが，その差は有意ではなかった。

4)妊娠糖尿病妊婦では結合率の低下傾向か認められたか，インスリン治療を行っている糖尿病合

併妊婦では著明な結合率の変化は認められなかった。

以上の成績により，正常妊娠におけるインスリン抵抗性増大の一部は， インスリン受容体以外の

細胞内機構の変化にもとづく可能性のあること，妊娠糖尿病においては，結合率の低下がその発症

もしくは増悪因子の一つとなっている可能性のあることが推察される。

稿を終えるにあたり，この研究の機会を与えられ，御指導，御校閲を賜った杉山陽ー教授，直接の

御助言，御教示をいただいた村田和平講師，および実験法の御教示と数々の有益なる御示唆を賜っ

だ，滋賀医科大学第三内科，小林正先生ならびに教室員諸氏に心より感謝いたします。
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