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A study has been made of the modified Bose’s method to assay para-aminobe・
nzaldehyde thiosemicarbazone in body fluids, by which the drug concentration in 
urine and its urinary excretion have been estimated. But it was impossible to 
determine exact blood level of the drug by means of the modified Bose’s method. 
The drug in the urine was demonstrated 28 to 36 hours following a single oral 
administration of 50-100 mg, to excrete ca. 28% of the administered drug in the 
first 24 hours, which was remarkeJly reduced by combined use with caronamide 
(4’ーcarboxyphenyl-methanesulfonilamide). 

緒 言

抗結核｜生化学療法剤jp-acethylaminobenzalde-

hyde thiosemicarbazone ・ (Tibione，以下TB-Iと略

記する）の定霊法を大別するとp I) Diafo化法によ

るWollenberg,Werriits, Wilde, Heilmeyer等の〆

方法とp 2) Thiosemkarbazideを直接呈色させる

Bose氏法とに分けることができる．本邦においてもp

津田氏試薬による Diazo化法が報告されており， ま

たこれらとは別に Indolによる青木氏の定量法も報

告されている．

私は第2法の Bose氏法について検討し，これにい

ささか改良を加えてP まず尿中TB-Iの定量を行いえ

たので報告する

定量法

まずBose氏法について概述するとp 本法では検体

をアルカリ性で岨－chloracetophenoneと反応させる．

叫・C州 H-<=)-CH=N.NH・CS・NH2 

+Cl・CH2・co・C6Hs=HCl+ 

C出・co・NH-Q-CH= N ・NJ-!. ・C =NH 

↓ S司CH2・co・C5Hs
CHa・CO・NHー（ －（コH=N・N=C-NH

」） ｜｜

S C-C6 Hs 
ノ／

CH 
この反応様式により，鮮黄色の Phenylthiazole誘

導体を生ずるのでP これを比色定量するわけである．
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つぎに私の方法をのべると， I）まず2本の試験管

に検液おのおの Iceずつ（低濃度液の場合には2ccに

地量する）をとり，一方を被検液p 他方を対照液とす

る． 2）両液に10%陪骸液おのおの Iceずつを加えて

磁酸酸性としP 3）被検液にはI%w-Bromacetoph-

enone alcohol溶液（製法の便宜上，原法の Chlorの

代りに Bromを使用した） Iceを， 対照液には精製

Ethanolを lee加えてよくf島和する． 4）ついで5

分間室温に静置してから，各管に飽和亜硝酸曹達液1

滴ずつを滴下するとp 彼検液は黄色に着色する． 5) 

さらに， 15～20分後に lsoamylalcohl(Bp. 128°～ 

130℃） おのおの3eeを注加してP 軽〈振猿混和した

のち遠心沈澱すると，検液の色調が lsoamy !alcohol 

に移行するので， 6）これを採って， PulfrichのPh-

otometer (Filter S41，または S43,Glasgefassは10

mm）で比色定量した．

予備試験

標準検量曲線の作成：既知濃度の TB-I水溶液（OJ

mg%～!Omg%）を作り，おのおのに前述の操作を加

えて，その吸光度を測定し，平均値をとると，第l図

および第4図に示すような直線をえた．すなわちP 本
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図1 標準検量曲線 (lmg%以上）

法においても， Beerの法則の適用されることが確認

された．

原中 TB・1の検量曲線：ついで水溶液の代りに，

TB・1を尿に溶解させて同様の実験を行った結果， 水

溶液の場合とほぼ同様の吸光度を示した．よって， 4、
知濃度の検体の吸光度を測定すればp この標準検量曲

線からその狼度を知ることができる．

本法に対する批判

1) 亜硝酸曹達滴下の時期についてはp 第2図のご

とし 5mg%TB-I 水溶液leeについて，試薬を加え

た直後NaN02滴下の場合， 1分後の場合，3分， 4分
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図2 NaNOz滴下時間による着色度曲線

5分後に滴下した場合について，いずれもそれから15

分後に吸光度を検してみたところ，まず4分以後にお

いてはほぼ一定値に達した．それゆえ＇ !!lf硝酸曹達滴

下の時期はp w-Bromacetophenoneを加えてから5

分後に限定した．

2) 亜硝酸嘗遥滴下後Isoamylalcohol抽出までの

時間的変化に伴う発色の度合はp 第3図のごとくであ
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図3 NaN02滴下後 Isoamylacohol抽出ま

での時間的変化に伴う着色度曲線

ってP 添加直．後はやや帯緑黄色で，吸光度は0.418,5 

分後にはすこしく褐色を帯びて 0.480で最高となり，

以伶lt湘rU.::~iY !J.~色となり， 15分後には吸光度0.380程

度の一定値に達した．したがって Isoamylalcohol抽
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出までの時聞は15分と定めた．

3) 被検液量および試薬の量と吸光度との関係、であ

るが，低濃度液検量のときp 検液をイ普量の2ccにする

とp 加える試薬を 2ccにしても leeにしても，ほほ2

倍の吸光度をえた．

ただしこの場合p 抽出に用いる Isoamylalcoholの

霊は，検液leeのときと同様3eeとした．

4) ついで本法の利点をのべる．

試薬w-Bromacetophenoneはアルカリ性ではそれ

自身着色するが，酸性では着色しない． とこ ろが，

Bose氏原法はアルカリ反応のために3 試薬白身の着

色によるプランクの値が高しこれに反して本法では

酸性で行うために，プランクの値が低い．

また，本法は Isoamylalcoholを利用してP低濃度液

で被検液量が多い場合でも，色調をiIsoamylalcohol 

に移行させてP その色調の濃縮をはかりうるのでP 比

較的低濃度の TB-1溶液についてもその濃度測定が可

能である．

すなわちP 本法の敏感度は第4図のごとし吸光度
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図4 標準検量曲線 (lmg%以下〉

0.050程度以上を正確とみなせば（実際に0.050以下で

はp 色調が淡くて誤差を生ずる），！mg%以下の低濃度

液について FilterS47を用いp 検液lee使用の場合

には0.7mg%以上F 検液2cc使用では0.3m邑%以上p ま

たもし検液2ccでFilter843を用いると0.2mg%以上

のTB-1を，ほぽ正確に測定することができる．

5) しかし，本法の欠点は， w-Bromacetopheone 

がもともと催涙性をもちp また容易に変化して着色し

やすいことである．

また原法がアルカリ反応で本法が酸性反応のため，

反応様式は異るかもしれないがp原法と同じく，TB-1

が Thiosemicarbazideからさらに高度に分解すれば

測定できないのも，その欠点の1つである．

TB・1の尿水排池について

私は大日本製薬Tebezoneの粉末または錠剤を使

用して3まずその尿中排池童をF 健康人および TB-1

内服中の患者について測定した．

1) 健康人についてえられた成績では， TB-150mg

l回投与の場合を第1表に示した．尿中濃度は4時間

第1表 28才，男J 56kg.健康

TB-150rng 1回投与後の尿中排池量

時間｜尿量！濃度 I~~内持~I総排池量
TB-1→I (hr.s) (ee) (mg %）淑（mg (mg) 

3 50 2.14 1.07 1.25 

4 40 5.86 2.34 3.59 

6 80 5.00 4.00 7.59 

8 55 2.29 1.26 8.85 

10 95 2.29 2.18 11.03 

12 120 1.43 1.61 12.64 

14 50 1.29 0.63 13.27 
睡眠 cl24 220 1.71 3.76 17.03 

26 40 0.57 0.23 17.26 

28 95 。 。 17.26 
目が最高で5.86m邑払 排？世量は2.34mg,6時間後濃度

5.00mg弘 このときの排池量は4.00mgとなりp 最高

値を示した．さらに26時間まで排池が持続しており，

26時間以内の総排池量は 17.26mg，すなわちはじめの

内服量の34.5%に当る．なお，木表中24時間目の排液

量が3.76mgとなっているがp これは睡眠中に尿が蓄

積したために，尿中排f世量がかように一見増加を示し
たものと恩われる．

2) ついで，同一人にlOOmgTB-1を1回投与した

場合は第2表のごとし 4時間で最高濃度8.71mg%1

排池量6.10佐邑となり， 34時間後でもなお0.69mgの排

池をみた．排河It量総計は33.66mgである．

このさい，腎細尿管の分泌機能を抑制してTB-1の

尿中排池を遅延せしめp 血中濃度の持続時間を延長さ

せる目的でP 塩野奇襲製薬会社製の Caronamide(4・

Carboxyphenylmethane-sulfonanilide) 3gをTB・1
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第2表 28才，男， 56kg.健康

TB・IlOOmg I阿投与後の尿中排池霊

I~雪 ｜駁量設 度肝省内司醐世TB-I - • ' cc J (mg % ）准量（m邑） (mg) 

lOOmg 2 I 65 ' 3.86 2.51 2.51 
4 I 70 8.71 6.10 8.61 

6 55 7.86 4.32 12.93 

8 42 5.86 2.46 15.39 

10 32 7.28 2.33 17.72 

12 56 6.43 3.61 21.33 

14 58 3.71 2.15 23.48 

睡眠 clzo 134 3.14 4.21 27.69 
22 44 4.28 1.88 29.57 

24 71 1.86 1.32 30.89 

26 55 1. 71 0.94 31.83 

28 110 0.71 0.78 32.61 

31 100 0.36 0.36 32.97 

34 123 0.56 0.69 33.66 

と同時に内服せしめp さらに12時間後にも Carona-

mide訟を内服させたところP TB・1の排池はかなり

抑制せられ，内服後34時間内で投与量の 19.5%に当る

薬剤が尿中へ排rtt!:された （第 3l~ I. これを前記の
Caronamicle を併用しないときと比較して図示する

TIJ.l’”・5

6 

S' 

., 

第3表 28才，男， 56kg.健康

TB-I !OOmgとCaronamide併用後の尿中排液量

生時z間，＿~ 1_(1尿 I量－ーl〈濃世史度2J時間内排i総＿＿（緋m減L量TB-I→ c.c t世主（11!邑
!OOmg 2 246 0.29 0.71 0.71 
＋ 
4 433 0.36 1.56 2.27 Caron. 

3g 6 262 0.57 1.49 :'1.76 

8 248 0.93 2.31 6.07 

10 215 0.64 1.38 7.45 

Ca叶 12 210 0.93 1.95 9.40 

睡3g眠 14 82 1.14 0.93 10.33 

( 20 334 0.50 1.67 12.00 

22 103 1.07 1.10 13.10 

24 132 1.07 1.41 14.51 

26 90 1.34 1.21 15.72 

28 258 0.50 1.29 17.01 

31・ 100 1.43 1.43 18.44 

34 365 0.29 !.G6 19.50 

と，第5図の通りである．

3〕 TB-I投与中の結核患者についてえられた成績

をつぎに述べる．

症例 I: 24才の男子で肺結核ならびに腸結核をもち

現在までにTB-I!OOmgを1日3四分服してI.970mg

j 

， ， 
d ， ， 

s’ ，， ..,, ， 
"' ， 

Jr 

を使用している．試験前日の朝25mg

内服後は投薬を中止して， 翌朝！00

mgを投与した． この場合にも尿中

TB-I濃度は内服後6時間自治：最高

で5.14mg%，排f佐量は3時間5.59mg

6時間 5.65mgとなって多くなり9

24時間内の総緋池萱は27.20m邑すな

わち内服量の27.2%に当る（第4表）

本症例に Caronamide3gずつを

TB-I内服時および9時間後の2回

1o 

.tt 

.. 

t・u,./ 
1,r にわたつて投与したところ，第5表

！ のごとく .24時問内総排f世量は 15.7
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図5 Caronamide非使用時 Caronamide併用時の
尿中排池曲線の比較

mg (15.7%）に減少している．

4J 症例 2:32才男子の肺結核患

者で，絢廓成形術施行後35日間に，

TB・1総計3,850mgを投与されてい

るが，本例でも試験前日投薬を中止

してP 翌朝JOOmgをl回投与した．

その成縦は第6表のごとくで，濃度

・排rtt!:量ともに9時間値が最高とな

り，排7llt時間は前記の症例に比較し
ておくれており， 排池量も 8.57m8
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第4表症例1,24才p 男， 57kg.肺結核並bこ腸結核

TB-1 lOOmg 1回投与後の尿中排ii！！：量

出21尿占濃産直閏総号制TB・1→ 一（ー 一mg%) (mg) 一

lOOmg 前 60 1.29 0.87 

3 115 4.86 5.59 5.59 

6 110 5.14 5.65 11.24 

9 63 3.14 1.98 13.22 

12 120 4.29 5.15 18.37 

15 115 3.57 4.01 22.38 
睡眠（｜ 24 560 0.86 4.82 27.20 

第5表症伊j

TB-1 100111自と Caronamide併用後の尿中排池量

TB-1→（h時r間.dj家（cc主）! （濃mg%度11塗時量間（内虫排記I総（排m沈邑）金
100時前掲 i.zs i.oo I 
Ca;on 3 285 0.57 1.62 1.62 

3g 6 112 3.43 3.84 5.46 
Caron→ 

9 556 0.57 3.17 8.63 3g 
12 168 0.73 1.23 9.86 

15 325 0.26 0.85 10.71 

16 740 0.33 2.44 13.15 

18 100 0.47 0.47 13.62 

221 0.57 1.30 14.92 

24 95 0.86 0.82 15.74 

第6表症例2,32才，男P 56kg，肺結核

TB-1 lOOn、g 1回投与後の尿中排池量

TB-1 →I （時hr間．s) 卜I尿（cc主）主I （濃mg%度）Ir蒔lit閣量（内m排g)I‘｜ 総（排mg荘）重
lOOmg i前 640 0.14 0.90 

3 200 1.14 2.28 2.28 

6 70 1.43 1.01 3,29 

9 180 1. 71 3.08 6.37 

12 110 0.71 0.78 7.15 

睡眠（｜ 15 125 0.43 0.64 7.79 

24 560 0.14 0.78 8 57 

(8.6%）程度でp 実験例中もっとも TB-1の排rUtは

不良であった．本症例ではp あるいは腎機能に障害が

あるかもしれないがp 腎機能検査は行われなかった．

5) つぎにp TB-1 50mg 1日2回投与の場合につ

いてのぺる．

症例 3: 24才の胸囲結核の男子でp すでに術後35日

間に TB-1総量2,250mgを投与されているがp 試験当

日の朝50mg内服後10時間を経て50m邑を内服せしめ．

検尿を開始しp さらに翌朝50mgを投与して同日夕刻

まで検査をつづけられた．

第7表はその成績も第I団内服後6時間で尿中濃

度8.00mg払排准量5.60mg，第2囲内服後の尿中濃度

は4時間値が最高10.13mg%を示L，その排地量は 10

時間値4.55mgで最多となり，24時間内総排池量は32.28

mgであった．

第7表症例3,24才，男，46kg.胸囲結核

TB-1 50mg 1日2回投与後の尿q:i排池量

｜時間｜ 尿量｜ 濃度｜時間内捌総排f世；盤
中"Q_,_y恒~I一一包~I＿〔些抑械量（rng)I (mg) 
i50日i前 I50 l 1.29 t 3.65 

2 50 6.43 3.22 3.22 

4 53 6.85 3.63 6.85 

睡眠 （｜ 6 70 8.00 5.60 12.45 

TB-1→ 12 60 4.29 2.57 15.02 
50mg 14 40 6.14 2.46 17.48 

16 30 10.13 3.04 20.52 

18 40 8.43 3.37 23.89 

20 65 3.29 2.14 26.03 

22 65 7.00 4.55 30.58 

24 35 4.86 1.70 32.28 

6) 症例4でも前例と同様の実験を行われた.26才

肺結核の男子p胸廓成形術後27日間に TB-1 l ,490mg 

を使用しており，現在25mgずつを1日3回内服中で，

試験当日の朝昼25n;邑ずつ2囲内服後p 夕刻G50mgを

投与してから検査を開始した． その成績は第8表のご

とし排池量は4時間目が多くp 第 l囲内服後は3.66

mg，第2回後が5.95mgとなっている．なお，第 1回

投与後24時間値が9.51mgと高くなっているが，これ
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は6時間固から12時間目までP 患者が睡眠中で排尿し

ていないからであってF これを 2時間値に平均すると

3.17mg程度となる. 24時間内の総排液量は 36.53mg

(36.5%）である．本例についても， TBーl内服と同

時に Caronamide3gずつを内服させたところP 第

9表のように3 24時間内総排池は20.93mg(20.9%) 

第9表症例 4

TB-1 50mg 2回投与と Caronamide併用

後の尿中排池量

TB-1→金時主間主）｜｜」尿~堂LI~旦滋笠度2_1世時草間内2排fill総（排m他g)量
50mg ~ 目日 174 4.00 6.96 
＋ 
2 85 3.43 2.92 2.92 

Caron. 
3g 4 94 0.43 0.40 3.30 

睡眠（ 6 
276 0.36 0.99 4.29 

TB-1→ 12 208 2.43 5.05 9.34 
50mg 
14 72 1.28 0.92 10.26 

＋ 

Caron. 16 140 1.57 2.20 12.46 
3g 18 68 3.28 2.23 14.69 

20 88 2.71 2.38 17.07 

22 84 3.57 2.97 20.04 

24 39 2.28 0.89 20.93 

となってF 著しく減少した．

7) ついでP lOOm邑を 1日3固に分服の場合につい

てみると，症例5は31才男子の肺結核患者で，胸廓成

形術後45日間に総計2,750m邑の TB-Iを投与されてい

るが，本症例に朝30mg，昼40mg，夕刻30mgを投与し

たのちの成績は第10表の通りでP やはり 4時間白から

6時間目に排計仕方1多し 24時間内総排7IJt量は30.93mg

第10表症例5,31才，男P 50kg.肺結核

TB-1 lOOmg l日3回分服後の尿中排7IJt量

l時間｜尿量 1濃度｜時間内排｜総排地主E
l(hr.s)J (cc) J(mg %) I准量（mg)J(mg) 

TB・1→’. ' ' 
30mg 

TB-I→1 
40mg 

TB-1→ 
30m邑

睡眠 （

目IJ

2 

4 

6 

8 

10 

12 

14 

16 

18 

2'} 

167 1.00 

105 1.14 

112 1.00 

70 3.29 

96 3.86 

145 1.57 

127 4.71 

145 2.43 

172 2.86 

129 1.57 

270 1.43 

1.67 

1.20 

1.12 

2.30 

3.71 

2.28 

5.98 

3.52 

4.92 

2.04 

3.86 

1.20 

2.32 

4.62 

8.33 

10.61 

16.59 

26.11 

25.03 

27.07 

30.93 

町内。α；目£α2

とえペリ一

例服一E誠一必回目μおけω∞分一農m一1124112
症囲内凶｜｜｜Illi－－－
量日企曹）一0086539
ほE叫叫－c－71525B3

蜘弘司円い｜｜｜江コKTIJ、幻，一
加叫霜山一前2468mロ
ト後円MIllili－－
乱用一→g巾山→8札
四併一一’nh＋凶ZNh＋mg

14 123 2.42 

16 115 1.57 

18 192 1.07 

睡眠 Ci 24 378 0.79 

となった．

5C一涛唯

叩一内加一郎川即位忽鈴川W刊川
町間量一aLa52lz

m－防凡lili－－－－－a白wob…

2.98 

1.81 

2.05 

2.99 

lij一680886謂引写403153e口同町一150347
dFJ（一1111

20.34 

22.15 

24.20 

27.19 

本例にも投薬と同時に Caronamide2gずつを投

与すると，総排池霊は 27.J9mgとなったが， これは

Caronaimde 3g投与の場合に比べてP排rill:抑制度がや

や弱いように思われた （第11表）

総括および考察

私は微量 TB-Iの測定法である Bos巴氏法を改変し

てP 一新法を創案したがp 本法によって測定しえた成

績から TB-1の尿中排池について論じると， I) TB-I 

60m邑ないし100mgl回投与の場合には，その尿中排

f世持続時間は28時間から36時間以上におよび， 2）そ

の排池量としては，投与後4時間ないし 6時間関で最

高となり，尿中濃度もこれにしたがって最高となる．

3) 24時間内の総排池量は内服量の最低8,6%から最高

36.5% （全実験例平均では28.2%）であった． 4) し

かし， この場合p TB-1投与と同時に Caronamide

を3gずつ2固または2g.ずつ3回投与された試験例4

例の24時間内総排池率は， TB-1単独投与時の平均

30.6%から Caronamide併用時19.6%に減少した．

Wollenbergが健康人に TBlを1回投与したのち

の， 24時間内尿中排池量を Diazo化法で測定した結

果は19.J%, Chloracetophenon法では10.6%，同一人

で2回目に行った成績では46時間内で，前者の方法で

39.7%，後者では26.6%となったとのことで，両者の

聞には相当の差違を認めている．光井らの津田氏試薬

を使用してえた成縦では， TB-1 1回内服後4ないし

5時間固に尿中排池薬剤lは最高濃度を示し，その排池



体液中 Para-acethylaminobenzaldehydethiosemicarbazoneの定法量 ?95. 

持続時間は48時間にもおよびp 最初の~4時間で25～30

%，その後48時間までに15%程度が排池された．また

TB-1連用患者では， 1日全尿中に内服量の40～τ0%

の排池をみている．浜中らも Diazo法により， 120 

1,11＆連用者4例について24時間で24.7%,200mg.連用

者4例では平均54.4%が排池されたとのべている．さ

らに， 青木の Indolによる定量法ではp 24時間肉排

？世量は健康人で30%前後p肺結核患者で7.8%から18.9

%にわたるとの成績をえている．

このように， TBrl・の尿中排液量が測定方法によっ

て異るのは，もともと検査の対象となった症例の腎機

能に個体差のあることにもよるであろうが， TB-1の

生体内における吸収はもち論p さらに本剤が体内で複

雑な分解過程をたどることも考えられる．ことに，

Diazo化法に比べてChloracetophenone法の成績が

惑いのはp本法によって測定される Thiosemicarba-

zideからさらに高度にp TB-1が分解されるためで

はあるまいかと思われる．

ついで私は本法によって血中TB-1濃度を測定する

ために，まず血液Secに種々の割合にTB-1を混入して

Saponinおよび三塩化酪酸による溶血ならびに除蛋

白ののちp鴻液について本法を試みた． しかしP 除蛋

白にさいして， すでに36%程度が吸着されたのでP 約

3y/cc以下の血中TB-1の測定は不可能であることを

議った.Heilmeyerによれば， TB-150mg 1日2回

内服後の血中濃度は2γ／cc,50mg 3図では3～4r/cc,

5.0mg 4回では4～Sy/ccとなり，通常JOOmg程度以下
の；使用量ではあ／cc以下となるとのことである．した

がって私の答案した方法による測定ではp 検査に用い

る採血量を多量にせねばならないから，血中濃度のよ

うなきわめて微量の TB-1定量ははp 本法はなお不適

当であってp やはり Diazo化法によらねばならむも

のと恩われる．

結 語

1〕 体液中 Tibi one定量法として Bose氏法に改

良を加えP さらに本法により尿中 Tibi one排准状況

を検討した．

2) Tibione 50mgないしlOOrng1囲内服後は＇ 28 

時聞から36時間以上にわたり Tibioneの尿中排准が

持続しp 投薬後4ないし 6時間同が最多となるが， 24

時間内排rtlf:量平均は投与量の28.2%に当る．

3) TibioJ)e内服にさいしてp Caronamideを併

用すれば， 'r:!bioneの尿中排池は著明に抑制される．

したがって血中 Tibi one濃度が高くなるか， あるい

はTibi oneの体内残留時間および濃度が持長される

ものと恩われる．

4) 私がここに改良した Bose氏変法はp 尿中Ti-

bi one以外p すなわち血中濃度その他の体液内Tibicい

neのような，さらに微量の定量にはp なお不適当か

と恩われる．

〔本務を終るに当りp 御指導’と御校閲を賜った白羽
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ならびに本研究に終始御協力下された大日本製薬（元

京都大学薬学科薬品分析化学教室）潮崎泰治学士に深

甚な謝意を表する．

なお本論文の要旨はp 昭和25年10月1日目‘本ベニン

リン学術協議会関西支部第13回研究会において報告し

た．諸般の事情によって，その印刷発表がおくれたも

のである．〕 I 
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