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蛋白同化ステロイドおよびPhytonadione製剤投与のメスラット

　　血清アルカリフォスファターゼ活性値に及ぼす影響（その1）
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　Alkaline－phosphatase（以下A1－phと略）に関

する研究は医学の各科に多数みられるが，産婦人科領

域においても，動物で妊娠黄体や授乳時においてその

活性度の変動が問題にされており，ヒトの子宮内膜こ

とに腺上皮や毛細管などの内膜細胞との密接な関係も

強調され，また，妊娠時期の経過に伴う血清中のAI－

ph増加についても論述があるが，ここでは上述した

各変動と関連性が必然的と考えられるステロイドの動

態を研究の対象とした．

　すでにHedberg　1）（1950）は子宮内膜がEstrogen

影響下にあり，ために，血中恥trogenが月経後か

ら上昇し，排卵；期にpeakを示すが，　Estrogen値の

上昇と共に内膜の増殖がみられ，この内膜増殖とAl－

ph増強が平行することからEstrogen値の動態を反

映するという見解をとっているが，一方Ober　und

Weber　2）（1950）はむしろ，　A1－phの活性はProge・

steroneの支配下にあるとしている．

　いずれにしてもある種のステロイドの消長とかなり

密接な関連性のあることは否めないところであり現在

なお定説をみない．

　著者はまず成長と直接関連性の深い蛋白同化ステロ

イドを用いて実験を行ない，加えてこのさい近時問題

とされているPhytonadione製剤（以下Vit－K1と

略）のステロイドへの干渉の有無を吟味検討してみ

た．

実試材料および方法

1　実験動物

生後1Qq日前後のwister系正常処女ラットを使用

し，その体重は120～150gで，いずれも同腹仔1群

5匹として実験に供した．

　ラットの飼育は餌料としてラット繁殖用固型飼料

（オリエンタルNMF）を用い，また，清水を自由摂

取させ，運動に充分の広さを有するcage内に収容

し，各群の飼育条件を可及的に一定に保つようにつと

めた。

　このさい環境に馴化させるたあ購入1週間後に実験

に供した．

　実験は対照群，処置群ともに投与後8日目に屠殺，

実験に供した．

　また，飼料のA1－ph活性値に及ぼす影響を考慮し

て，屠殺日には午前10時に餌箱をとりだし清水のみを

与え，屠殺採血は午後2時に行なった．

皿　測定方法

　1．採血（屠殺）方法

　実験ラットはエーテル軽麻酔下に開胸，直接心臓刺

穿を行ない，このさい溶血を起させぬように注意を払

い，脱血死させた3）．

　測定にさいしては同一条件を固守するため，ただち

に血清を遠心分離し，氷室に保存し測定はすべて24時

間後に行なった．

　2．血清AI－ph活性値測定法

　血清A1－ph活性値測定には種4な方法が用いられ

ているが，それらは基質としてフェニールリン酸，あ

るいはグリセロリン酸が用いられており，即ち単位時

間に遊離するフェノール，あるいはリン酸のいずれか

を測定する方法である．

　著者はBessey，　Lowry＆Brock　4）によるP－ni・

trophenol　phosphate法により行なった．このさい，

ヒトの場合と異なり，ラットの血清Al－ph活性値測

定時の至適pH：は，　Bessey，　Lowry＆Brockら5）

によると9．1～9．7としており，著者はすべてpH　9．5

で測定しだ

　原理はP一ニトロフェノール燐酸を基質としグリチ
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ンの緩衝液，賦活剤として塩化マグネシウムを使用

し，P一二＿トロフェノール燐…酸はAl－phによって加水

分解され℃，P一ニトロフェノールを遊離し，これはア

ルカリ性で安定な黄色を呈するから比色定量しうる．

更に，反応液を酸性にすることによって色素の色を消

し血清自身の吸収を測定し，この値を控除することに

よってP一ニトロフェノールの量が一層確実に求めら

れる．

　標準曲線作成のたあに表1に示した物質の各量をと

り，この場合0．02N－NaOHをBlankとしてSpe・

ctrophotometerは日立EPU－ZA型（セル10　mm）

を用い波長410mμで透過率を測定し作製した，
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　即ち分光光度計（Beckman型）で410　mμの測定

では呈色はBeerの法則に『したがい，直線となるか

ら，標準液の呈色から単位を求めうる．

　その操作は図1に示すごとくである．

　このさい，

　a）ゴム栓をして混和し不活性状態にする．

　b）盲検を吸光度目盛0に合わし，被検液の吸光度

Aを求め，

　c）各試験管に0．1mlのconc．　HClを加え，よ

く混和すると生成したP一ニトロフェノールは槌色す

る．

　この透過率Bは血清自体の色であって，　A－B＝

corrected．　optical　density補正値であり，

図1　Bessey　Lowry法模式図
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　d）検量線から単位を求めた、

　3．ステロイドおよびVit－K1の投与方法

　蛋白同化ステロイドとしては，4－Chlorotestoste・

rone　capronate（1　ml中4一クロールテストステロン

・カプロネート50mg含有，以下4－Cl－T－Cと略）

を使用し，Vit－K1は2－methy1－3－phyty1－1，4－na・

phthoquinone（1　ml中ブイトナジオン10　mgある

いは2mg含有）を使用し，なお対照群にはそれぞ

れの溶剤であるゴマ油およびplacebo（Vit－K1の溶

剤，したがってK1を含まず）を使用した．

　上記薬剤を単独，あるいは併用し，その投与は背部

皮下注射法とし，併用投与群では2つの薬剤をそれぞ

れ背部の別の部位に投与した．

　投与型式は第2表に示す如くであり，即ち対照群に

はゴマ油，あるいはplaceboを1回1rn1宛投与し，

4－CI－T－CはDepot剤であるから，単独・併用投与

群のいずれにも投与は1回にした．

　単独投与群では4－Cl－T－Cは2mgのもの2群，

10mgのもの3群に分けて投与し，また，　Vit－K1は

表2　ステロイドおよびVit－K1の投与方法
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0．6mg　1回のもの，2mg　1回のもの，あるいは1

日1回0．2mgあるいは1mg宛毎日，連日7日間
投与したものの各群に分類し，併用投与群では，4－CI

－T－C2mgに，　Vit－K1はそれぞれ0．6mg　1回投

与，あるいは1回1ml宛を連日7日間に亘って投与

したもの，また，4－CI－T－Cは10　mgで，　Vit－K1

は，0．6mg，あるいは2坦g．1一回のもの，また，1日

1回1mgおよび0．2mgで連日7日間投与したも
の等の各群に分別し∴投：与量および投与型式の組合せ

により，Ai二pゼ活性値に及ぼす影響を比較検討した．

　　　　　　　　実　験　成　績

　4－CI－T－CおよびVit－K1の投与型式によるAI－

ph活性値に及ぼす影響は表3，4，5および表6，な

らびに図2および3に示す如くである．

図表中の数値はいずれもB．L．　unitで示した．

工　対照群（表3）

　表3に示す如く，ゴマ油を投与した群におけるAI

－ph活性値は第1群では4．7～3．2，平均値は4．2±

0．533であり，第2群では4．5～3．9，平均値は4．3±

0．229であった，

　また，Vit－K1投与の対照とした　Placebo群では

表3　対　照　群

第1群では4．2～2．7，平均値は3．5±0．592であり，

同じく第2群では5．8～3．0，平均値は4．5±1．192で

あった．

　対照群の中でゴマ油投与群とPlacebo投与群とそ

の活性値を比較検討すると，Placebo投与群の方がや

や活性値の変動が多いようである．

皿　4rCl－T－C投与群（表4）

　表4に示す如く，2mg投与群では第1群は3．7～

0、6，平均値は2．6±1．086であり，第2群では4．6

～1．8，平均値は3．2±0．947であった．

　また，10mg投与群では，第1群は5．6～4．2，平

均値は5．1±0．506であり，第2群は5．6～4．2，平

均値は4．9±0．516であり，第3群では5．4～2．8，

平均値は4．5±0．908であった．

　以上から明らかなように単独投与群でも，2mg投

与群と10mg投与群とでは明らかな相異がみられ，
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表4　4℃1－T－C投与のラット血清

　AI－ph活性値に及ぼす影響

投与等剤

4－CI－T－C

投与：量

2mg

回
数

1

ラッ
ト

No．

1
2
3
4
5

AI－ph
活性値

7
6
4
6
8

Q
り
2
3
0
2

12・6ト…86

4－CI－T－C 2mg 1
－
凸
2
0
0
4
凸
5

8
ハ
0
4
ハ
リ
ハ
0

｛
1
4
3
Q
り
2

13・2i±・・947

4－CI－T－C 10mg 1
「
1
2
3
4
5

4
凸
Q
》
ρ
0
4
凸
2

5
4
5
5
4

15・・ト・・5・6

4－CI－T－C 10mg 1
－
ゐ
2
3
4
凸
5

4
6
2
0
2

4
5
4
F
O
F
O

14・gト・・5・6

3－CI－T－C 10mg 1

ー
ム
2
n
δ
」
4
5

Q
V
4
8
」
4
0

4
4
2
5
F
O

14・51±・・9・8



102 国

前者では活性値の低下が，後者では活性値の上昇傾向

が認められた．

皿　Vit－K1投与群（表5）

　Vit－K1投与群をみると，0．6mg　1回投与群では

4．9～2．9，平均値は4．1±0．81であり，2mg　1回投

与群では5．8～2．4，平均値は±1．175であった．

表5　Vit－K1投与群
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　また，0．2mg宛7回連続投与群では5．2～2．8，平

均値は4．5±0，85を示し，1mg宛7回連続投与群で

は5．0～2．5，平均値は3．7±0．815を示した．

　即ち総量0．6mgから7mgに至るまで，投与型

式や投与方法に差異はあったが図3で一括して示した

ように，いずれも対照群の活性値の範囲内にあり，従

ってVit－K1投与はAl－ph活性値の消長にあまり関

与すると考えられないことが知られた．

IV　4－C1－T－CおよびVit－K1併用投与群（表6）

　4－C1－T－C　2　mgとVit－K10．6mg　1回併用投与

ではA1－ph活性値は3．2～0．4，平均値は2．2±1．01

であり，また，4－CI－T－C　2　mg　1回投与でVit－K1

1mg連続7回投与群では5．5～2．7，平均値は3．9±

0．913であった．

　4－CI－T－C　10　mg投与群の中で，　Vit－K10．6mg

1回併用投与の場合は5．8～3．4，平均値は4．8±0．80

部

であり，また，Vit－K12mg　1回併用投与では5．8

～3．4，平均値は4．7±0．768であった．

　また，4－CI－T－C　10　mgとVit－KI　l　mg連；続7

回投与群では5．0～2．2，平均値は4．0±1．077であ

り，また，Vit－K10．2mg連続7回投与群では5．4

～4．2，平均値は4．9±0．436であった．

　即ち，4－CI－T－C単独投与群の場合と同様に，　Vit

－K1併用投与の場合も，4－Cl－T－C　2　mg投与群と

10mg投与群とでは差異がみられ，前者ではAI－ph

活性値は低下し，後者ではその上昇傾向がみられた．

　　　4－CI－T－C　　　　　　　　併用投与のラット血清表6　　　Vit－Kl
　　　A1－ph活性値に及ぼす影響

投与薬剤

4－CI－T－C

Vit－K1

投与量

2mg
O．6mg

回
数

1

1

ラッ
ト

No．

噌
⊥
2
3
4
凸
F
O

A1－ph
活性値

2
6
4
8
0
V

O
O
2
0
1
占
2

12・21±…1

4－CI－T－C

Vit－K1

2mg

lmg

1

7

－
占
2
3
4
凸
5

爾
b
只
）
9
7
・
F
O

F
O
6
δ
3
2
Q
U

13・9［±・・913

4－C1－T－C

Vit－K1

10mg

O．6mg

1

1

ー
ム
2
n
δ
4
F
O

9
2
｛
b
4
凸
8

4
凸
5
4
凸
0
δ
5
14・8ト・・8・

4－Cl－T－C

Vit－K1

10mg

2mg

1

1

噌
⊥
9
臼
Q
り
4
F
O

4
Q
V
8
ρ
0
7
・

6
0
4
5
4
4
凸

i4・7ト・・768

4－Cl－T－C

Vit－K1

10mg

lmg

1

7

」
1
2
n
6
」
4
5

0
4
凸
5
4
F
O
2

4
2！ 14・・ト1・・77

4－C1－T－C

Vit－K1

10mg

O．2mg

1

7

禮
1
2
n
δ
4
凸
5

4
3
Q
V
2
7

5
5
4
4
4

14・gト・・436



蛋白同化ステロイドと血清アルカリフォスファターゼ活性値〔工〕 103

図2　4－cI－T－cおよびvit－K1の投与型式によるAI－ph活性値に及ぼす影響
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図3　（図2の平均値を示す）
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総括並びに考察

　血清燐酸酵素は有機燐酸エステルを加水分解する酵

素であり，燐酸酵素には4つの型があるが臨床上応用

されているのはその中の2つである．

　その1つは至適p宜がアルカリ側（pH　9）にある

ものであり，『1つほ酸性側（pH　5，5）にあるもので

ある．

　また，基質の種類によって加水分解速度が異なり，

測定法にも差異が生じ，酵素の単位が定められてい

る．

　従って酵素の活性値を比較検討するときは同一方法

を用いなくてはならないのは当然である．

　AI－phは9附近に至適pHを有し，血管壁・硝子

様軟骨を除くすべての組織（たとえば肝，腎，血清，

骨，腸，脾，乳腺，肺，白血球，副腎その他）に含ま

れ，ことにアルカリ性燐酸酵素が異常に増加する疾患

は骨組織疾患とある種の肝疾患であり，また，産科領

域においては妊娠中期以後にその活性値が著明に上昇

することや，また，小児は出生直後は低値：だが間もな

く急増し生後1カ月でPeakに至り小児後期で成人値

に戻るなども知られているところである．

　即ち組織の新生・再生の著明なときにその活性値は

上昇し，たとえば上述した如く発育成長期の児では成

入より活性値の上昇していることは否めないことであ

る．

　血清中に存在するphosphataseはその大部分が，

phosphomonoestrasesであり，従って現在まで系統

的に検索されているものは主としてmonoestrasesに

関するものであり，本邦では足立ら6）7）をはじめ多く
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の業績がある．

　一方，蛋白同化ステロイドに関しては，本邦では産

科婦人科領域において，最初に，赤須8）がAndrosta・

nolone　Valerinateを未熟児やるいそう者に用いて

体重増加を認め，また，格別副作用を認めず，その臨

床応用の価値の充分あることを提唱して以来，広く一

般の応用をみるに至っている．

　その後内外から各種の同化ステロイドが相次いで作

製され，構造式もかなり変ってきており，各種の臨床

研究が発表されているが，生体内代謝および酵素代謝

に及ぼす影響については未だ定説をみない．

　また，Vit－K1はその臨床応用面でかなり同化ステ

ロイドに似た面があるが，このVit－K1の蛋白同化ス

テロイドに及ぼす影響についてはもとより，Vit－K1

そのものについても，その生理作用・生化学的作用機

序について不明な点が多く，Gy．：Fekete　et　a1．9）が

1963年Natureで報告したプレドニゾロンの作用の

増強効果についても，肝の酵素系に作用するのか，あ

るいはステロイドホルモンの肝での代謝の非活性化を

抑制するのか未だ結論を得るに至っていない．

　蛋白同化ステロイドが一般に認められている作用は

Protein　anabolic　actionであって，また，副腎皮質

ホルモンの持っている蛋白異化作用に拮抗的に作用す

ることも赤須10）11）12）13）によって認められているがこれ

について異論がないわけではない．

　AI－phは副腎機能と密接な関係を有するものと解

され，竹内・堀越14）によると，副腎機能充血時には

A1－ph活性度が上昇し，副腎易U出後，　A1－ph活性度

は血中でも臓器中でも下降すると述べているが，ま

た，逆に蛋白同化ステロイドが糖質コルチコイドと同

様のステロイド環を有していることから，単にVit－

K1が糖質コルチコイド作用を増強する（？）如く蛋

白同化ステロイドの作用を増強するのか，あるいは拮

抗的に作用するのかまだその報告はなされていない．

　また，蛋白同化ステロイドは骨のカルシウムの沈

着，基質の産生にも関与し，一方AI－phは古くは．

Robinson　15）が化骨に必要な酵素と唱えて以来，骨の

発育，代謝と密接な関連性を有し，著者の研究も，一

面，この観点から実験を行なったことは既述の如くで

ある．

　このさい，最初に問題となるのは酵素活性値の評価

である．

　北村16）は血清酵素活性値の変動因子は　1）細胞内

酵素産生能の二進，または低下であり，2）流血中酵

素排泄過程の変化であり，3）壊死細胞からの放出で

あり，4）血液申酵素の活性化の阻害による変化であ

部

ると述べている．また，活性度の生理的変動，酵素試

料の不安定，測定技術上の誤差も重要な因子であるこ

とはいうまでもない．

　著者の実験でも餌料と密接な関係を有し，野菜と

清水で飼育した場合と，前述のラット繁殖用固型飼料

NMFで飼育した場合とでは，平均1．　B．　L．　unit（表

7）の差がみられ，NMFで飼育した場合の方が活性

度が上昇している．

　　　　　　　　　　表　　7

野菜投与群ll内帯飼糊MF鮪群

1
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0
0
4
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3．8
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　3．2
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1
2
3
4
5

4．5

3．8

4．0

4．6

4，2

　4．2
B．L．　unit

　なお，NMF　100　gτ中の粗脂肪含量は6．1gであ

り，ラットの1日平均摂取量は約20gである．

一方，Wei1ら17）は飢餓状態における血清AI－ph

活性値の低下を報告し，また，Bodansky　18）も犬で

同様なことを報告し，Gould　19）はラットを高脂肪食

で飼育するとその血清A1－ph活性値は400％も上昇

すると報告している．

　著者は可及的に各群とも飼育条件を一定にし，実験

当日は前述の如く，午前10時に餌箱をとり出し，すべ

て4時間の絶食時間を経過させて午後2時に実験に供

した．

　本実験において，野菜投与群より，その活性値が上

昇していることは，ある程度高蛋白・高脂肪の餌料の

影響と考えられる．

　また，ステロイドの投与量も重要であり，著者は成

人に4－CI－T－C　1週間に100　mg　1回投与を基準と

し，ラットの体重を100gと推定し，このさい換算

すると0．2mgであるが，対象が動物であるため10倍

量の2mgを使用し，比較検討するため，大量と思わ

れる10mg投与群をもうけた．

　実験成績を総括すると図3に示すごとく，4－CI－T－

Cの投与量によって，即ち2mgと10　mgでは，単

独投与群，Vit－K1併用投与群ともに差異を示し，2

mg投与群では活性値は低下し，10　mgでは活性値は

上昇気味を呈しているのがみられた．

　また，一方Vit－KI　lmg　7日間連続投与，総量7

mgの場合殆んど影響はないが，強いていえば僅かで

はあるが活性値は低下傾向を示していた．
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　次に，蛋白同化ステロイドとA1－phの関連である

が，まだその検索は少なくヒトの実験では臨床的に蛋

白同化ステロイドを使用したさい，肝機能に及ぼす影

響，また，肝における代謝過程の追求にA1－ph活性

を測定した場合が多く，諸家の報告をみると，古くは

Werher　et　a1．20）がMethyltestosterone投与によ

る特異な黄疸出現を認め，血清AI－ph活性値の上昇

を報告一しており，また，斎藤ら21）は4－chlorotestos・

terone　acetateを使用してオスラットおよびヒトの

実験を行ない，いずれもA1－ph活性値低下を報告し

ている．

　A1－phは主として細胞核中に含まれ，その活性度

はDNA－Pの一turn　overの速さと常に平行してい

るといわれており22），斎藤はAI－ph活性値の減少

は，血清燐の減少効果とともに組織蛋白の貯蔵作用に

よるものと述べており，著者も別報で述べるが，実験

的に，メスラット体重の測定，血清総蛋白量，血清

NaおよびK値の測定の上から上述の見解に同調する

ものである，

　AI－phは主としてOsteoblast骨芽細胞によって

生成されることは知られているところであり，ために

本実験で推察されるのは，蛋白同化ステロイドである

4－CI－T－C　2　mg使用で骨の発育成長も促進されるこ

とは充分推定されるところであるから，このさい骨新

生部に濃厚に集中し，ために血清活性値の低下を来た

し，また，10mg使用群では臨床上の使用量から検討

すれば著しい大量であるため，肝機能障害を誘発し，

ために血清AI－ph活性値の上昇を来たしたものかと

も考えられる．

　また，Vit－KI　l　mg連続7回投与総量7mgで活

性値は僅かながら低下気味であるが，Vit－K1単独投

，与群と比較検討すると，2mg　1回投与群と0．2r血g

7回投与群の平均値は同じであり，また，0．6mg　1

回投与群と1mg　7回投与群とその平均値を比較検討

すると0．3B．　L．　unitであって有意の差は認め難

く，＿レたがワてζの実験範囲内に関する限り，Vit－

K1はAI－ph活性値に影響を及ぼすとは考えられな

い．

　けれども，Vit－K1は生体内生化学機構において酵

素および酵素系の消長と密接な関係を持つともいわ

れ，リボ蛋白に富む組織や細胞への移行性がよく，ま

た，貯溜性もすぐれ，肝のプロトロンビンなどの凝固

因子生成にあずかる酵素反応に関与するなどの論述も

あり，Vit－K1の使用量および使用期間になお検討を

加えを必要があると思う．

結 論

　著者は4－CI－T－CおよびVit－K11を正常メスラッ

トにそれぞれ単独，あるいは併用投与し，その血清

A1－ph活性値に及ぼす影響を検討し口述の結論を得

た．

　1）4－CI－T－C　2　mgでは単独投与・併用投与両群

ともAI－ph活性値は低下する．

　2）4－CI－T－C　10　mgでは単独投与・併用投与両

群ともAI－ph活性値は上昇傾向を示す．（肝障害か

も知れぬ）

　3）Vit－K1投与はAI－ph活性値に著明な影響を

及ぼさず，4－CI－T－C併用投与群でも同様の結果がみ

られた．

右筆するに当り終始御懇篤なる御指導並びに御校閲を賜った恩
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                                 Abstrakt

    In the field of obstetrics rand gynecology a number of research works on Alkaiine

 phosphatase (Al-ph), have been published all of which, however, dealt with the

 change in activity value. ･    The present experiment is designed to investigate the effect of the administration

 of anabolic steroid on the serum alkaline phosphatase activity in rats and in
 'addition, to examine whether an administration of phytonadione agent could interfere

 with the action of steroid.

    Female rats were used as test animals.

    Serum Al-ph values were determined in rats following a single or combined
 administration of an anabolic steroid (4-CI-T-C) and phytonadione (Vit-Ki).

    Serum Al-ph levels were measurd by Bessey-Lowry's method.
    As a result, the following conclusions were obtained.
    1) A single administratiort'of 2mg of 4-CI-T-C, or combined with Vit-Kicaused
 a decrease in the activity value of serum Al-ph.

    2) Administrotion of 10mg of 4-CI-T-C, single or combined, resulted in a
 te,ndency of increase in activity value of serum Al-ph.

    3) Administration of Vit=-Ki had no marked effect on the activity value of
 serum Al-ph, and a similar result was obtained in case of administration combined

 with 4-CI-T-C.


