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性染色質を指標とした全層角膜移植後の角膜内皮細胞の動態

今  泉  利  雄
岩手医科大学眼科学教室

要  約
全層角膜移植後,dOnOrと recipientの 内皮細胞は両者の間で,内皮細胞密度の高い方から低い方へ移動す

るとの推論がある。この推論を確めるため,正常自色家兎角膜を,幼若な雌あるいは雄から老年の雄あるいは

雌へ,互 いに性および週齢の異なるように 4通 りの組合せで交換全層角膜移植 し,移植前後の donorと recipi_

entの内皮細胞密度および内皮細胞の sex chromatinを 指標 として,donorと recipient間 の内皮細胞の動態

について調べた。その結果,術後の graftの 内皮細胞密度の減少率は幼若 graftと 老齢 graftと で有意の差は

なかった.ま た,sex chromatinを 指標とした場合,dOnOr,recipientの いずれであっても,移植後に幼若側

から老齢側への内皮細胞の移動を示唆する結果を得た。対照として,成熟雌雄を互いに性が異なるよう交換移

植した場合のそれぞれの sex chromatin陽性率に変化はなかった。以上の結果は,上記の推論を家兎で裏付け

るものであった.(日 眼会誌 94i928-936,1990)
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Abstract
There is a hypothesis that corneal endothelial cells migrate after penetrating keratoplasty from

the areas of higher cell density to the lower cell density areas. In order to confirm this hypothesis, the
author performed exchange penetrating keratoplasty in normal albino rabtrits using four combina-

tions of sex and age and examined the movement of the endothelium between donors and recipients
by observing the density and sex chromatin of the endothelial cells, As a result, there was no

significant difrerence of the rate of decrease of the endothelial cell density of the postoperative grafts
between young and old grafts. In the experiment using the sex chromatin of the endothelial cells as

a cell marker, it was concluded that the endothelium of the rabbit cornea migrate from the young

grafts to the old recipients or from the young recipients to the old grafts. In the control study
exchanging rabbit grafts between animals of different sex but the same age the count of the sex

chromatin of the endothelium of the grafts and recipients did not change postoperatively. The results
confirmed the above hypothesis concerning the migration of thc transplanted corneal endothelial cells

in the rabbit cornea. (Acta Soc Ophtholmol Jpn 94: 928 936, 1990)
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I緒  言

全層角膜移植後,移植された donor角膜が高齢であ

るよりも若い角膜ほどその透明治癒率が高いこと, ま

た円錐角膜の症例のように,recipient角膜が若 く,内

皮細胞が中心部あるいは部分的にしか障害されていな

い疾患では,donorが高齢であっても透明治癒率が高
いことが知られている。これらの臨床的経験より,全
層角膜移植後の donorと recipientの 内皮細胞は両者

の間で,内皮細胞の障害の少ない方,すなわち,内皮

細胞密度の多い角膜から内皮細胞障害の強い,すなわ

ち,内皮細胞密度が少ない角膜へ伸展し移動するとの

推論
1)がある。

この推論を確かめるため,性および週齢の異なる家
兎角膜の組合せで角膜を交換全層移植し,移植前後の

donorの内皮細胞密度,お よび移植前後の内皮細胞の

sex chromatinを 指標として,donorと recipient間の

内皮細胞の動態について観察を行ったので報告する。

II 実験方法

1.実験動物と麻酔

実験動物としてニュージーラン ド白色家兎32羽36眼

を使用した。成熟の程度により,週齢 1週から10週 を
幼若 (young)家 兎,11週から47週 を成熟 (adult)家

兎,48週以降を老齢 (old)家兎の 3群に分けた。

麻酔は塩酸クロールプロマジン25mg/kgの 筋注 と

その30分後のペン トバルビタール20mg/kg静 注によ

る全身麻酔 とした。

2。  specular microscopy

後述する交換全層角膜移植後の術前,お よび術後 4

週から11週の間 (平均6.9週後)に ,specular micro‐
scope(甲南キーラー社製)を用いて,角膜の中央部を

撮影し,不 ガフィルムを400倍に引き伸ばした。この写

真の角膜内皮細胞の面積を,コ ンピューター(NEC PC

9801F2)に接続 した digitizer(関 東電子 Logetic‐ 510)

で測定し,内皮細胞密度を計算した。
3.交換全層角膜移植 (表 1)

移植は donorと recipientの 間で,幼若と老齢およ

び雌雄が異なるように,表 1に示 した 4通 りの組合せ

をつくり,各組について 3羽 3眼ずつ施行した。また

対照として,同一週齢 (18週 )の成熟家兎の雌雄各 3

羽 3眼を互いに性が異なるように交換移植した。

全層角膜移植の術式は,各家兎の右眼に対して,先
ず,25‐G注射針を前房に穿刺して前房水を排除したの

表 1 交換全層角膜移植の組合せ
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ち,術中・術後の前房内フィブリン析出を抑えるため

に,前房にヘパ リン(1,0001.U./ml)を 約0.2ml注 入し

た。次いでヒアルロン酸 Na約0.2mlを前房に注入し
たのち,直径6.5mmの 電動 トレパンにて donor graft

を作製した。recipientの 家兎の右眼角膜から同様にし

て donor graftを 作製し,donor graftを 互いに交換

し,10-0ナ イロン糸で 8～ 10針結節縫合した.縫合後 ,

デキサメサ ゾンアセテー ト0.2mlを 結膜下に注射 し

た。1%ア トロピンおよび抗生物質を術後 1週間点眼し

た。

4.sex chromatin陽性率の算定 (表 2,図 1)

交換全層角膜移植後,gaftが透明性を維持してい

ることを確認し,移植後 4週から11週後の間(平均6.9

週後)に内皮細胞を specular microscopeにて観察後 ,

前述と同様の全身麻酔下に強角膜片を採取し, これを

経線上で 4分割し,さ らに donor,donor‐ recipient境

界部,recipientの部に細分割し,直ちに実体顕微鏡下

で内皮細胞をデスメ膜とともに剥離し, これを表 2に
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示 した クレシエールエ ヒ トバ イオ レット法で sex

chromatinを染色した。観察は1,000倍 の油浸レンズ付

きの光学顕微鏡で行った。sex chromatinは 内皮細胞

の核膜に接して濃染される 1個の小体として観察され

る。細胞核が一様に染まった細胞の集団を探し,sex

chromatinがその細胞の核膜に接 しているもの (図 1

Aの ↑)のみを陽性細胞とし,sex chromatinが 存在
しないもの(図 lB)および核膜に接 していないもの(図

lAの ↑)は紛らわしいので陰性細胞 とした。各標本に

ついてその内皮細胞約500の うち,sex chromatinが 陽

性である細胞の割合を百分率で表わ し,こ れを sex

chromatin陽性率とした。角膜移植を施行していない

左眼の角膜内皮細胞についても,同様の方法で sex

chromatin陽性率を調べ, これを正常家兎角膜内皮細

胞の sex chromatin陽 性率とした。

III 結 果

1。 specular]microscopy所 見

1)術前の角膜内皮細胞密度 (表 3)

術前の家兎のうち,幼若 (young),成熟 (adult)お

よび老齢 (old)家兎の角膜の平均内皮細胞密度 (/

mm2)(表 3)は,それぞれ4,245.7± 987.1(N=9),
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3,838.3± 772.6(N=12), 3,190.9± 298.0(N=7)で

あり,全体の家兎の平均は3,807.4± 845.4であった .

加齢による細胞密度(Y)の変化は,Y=4,387.8-25.3

X(X:週齢,N=28,R=0.50)の 一次回帰直線で表
わされた。

2)前房内ヘパ リン注入操作による内皮細胞密度の

変化 (表 4)

前房内ヘパ リン注入前と注入後の 4週 目の内皮細胞

の密度および coemcient of variationを 4眼について

調べたが,表 4の如く,注入前後で差はなかった。
3)交換全層角膜移植による内皮細胞密度の変化 (図

2)

幼若 (young)と 老齢 (old)間の交換移植前後にお

ける graftの 平均内皮細胞密度 は図 2の 如 く,old

donorを young recipientに移植 した場合の graftの

表3 正常な幼若,成熟,老齢家兎の角膜内皮
細胞密度●

′mm2リ
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図 1 クレシエールエ ヒ トバイオ レット染色に よる角膜内皮細胞 のsex
chromatin.× 1,000A:雌の角膜内皮細胞で,sex chromatinが 核膜に接してみら

れる細胞 (黒矢印)を陽性とし,核膜に接していない細胞 (空矢印)は陰性とした。
B:雄の角膜内皮細胞で,こ の写真の中にはsex chromatinは みられない。
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表4 、́́ リヽンの前房注人前後の角|||た内皮細胞
密度
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表5 正常な雌雄家兎角膜内皮細胞のseX chromatin
陽性率(%)
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grafted buttOn (young)
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表6 正常な幼若老齢別,雌雄家兎角膜内皮細胞の
sex chromatin陽性率(%)

nale

old

2.8

4.2

32
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39
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2579.4 + 173.2             ■ 30.5

図 2 交換全層角膜移植前後の内皮細胞密度 (/
mm2)ホ減少率

平均細胞密度 (/mm2)(N=6)は ,3,223.0± 120.3か

ら2,112.8± 222.5に (減少率34.4%),young donorを

old recinientに 移 植 した 場 合 の graft(n=6)は

3,668.5± 216.3か ら2,332.9± 273.3に それぞれ減少

(減少率36.4%)し ,幼若 (young)graftの 方が老齢

(old)graftよ り減少率が大きい傾向にあったが,有意
の差はなかった .

4)対照家兎全層角膜移植による内皮細胞密度の変

化 (図 2)

同一の週齢 (18週 )の雌雄による交換移植前と移植

後のgraftの 内皮細胞密度 (/mm2)(N=6)の 変化は,
術前平均3,713.2± 433.5,術後平均2.579.4± 173.2,

減少率30.5%であった。

2.sex chromatin陽性率

1)正常家兎角膜 (表 5,表 6)
正常家兎雌雄各10眼の角膜中央部の内皮細胞の sex

32± 0.6

chromatin陽 性率は表 5の 如 く,雌 が平均40.1士

8.9%,雄 が平均3.2± 0.7%であった.ま た,youngと

oldの陽性率に差は認められなかった (表 6).図 1に

内皮細胞の sex chromatinの 雌 (A),雄 (B)に よる

差を示した。

2)週齢および性の異なる交換全層移植角膜 (表 7,

8,9,10,図 3,4,5,6)
幼若雌の recipientに老齢雄角膜を移植した場合の

recipientと donorの内皮の sex chromatin陽性率の

平均は,表 7,図 3の如 く,recipient(R)の 角膜では

術前に比べ術後 (平均6.3週 )も ほとんど変化はなかっ

たが,老齢 (old)donor(D)角膜中央部の陽性率の平

均は,術前3.1± 1.0%か ら術後25_6± 9.8%に増加し,

有意の差 (p<0.05)が あった。

幼若雄の recipientに 老齢雌の donorを移植した時

の sex chromatin陽 性率の平均は,表 8,図 4の如く,
recipient(R)の 術前・術後 (平均7.0週)で変化はな
かったが,老齢 (old)雌の donor(D)中央部の陽性

female

35.6

38.1

38.5

30.9

32 0

26.9

48.2

515
48.6

50.2

401± 89

female

young old young

35.6

38.1

48.2

38 5

48.6

32.0

26.9

50.2

30 9

51.5

3.8

3.6

1.9

29
35

418± 61 383± ll.6 31± 07

|

↓



preop

recipient
(young female)

recipient
(young female)

donor
(old male)

35 9

33 6

38 1

35.6

38.1

38.5

2.8

42
2.3

3.1± 1.0 35.7± 2537.4± 1.6

932

preop

pos top

図3 幼若雌の recipient(R)へ老齢雄のdonor(D)
を交換移植した術前 (上半分)と術後 (下半分)の
sex chromatin陽 性率 (%)

率の平均は,術前の29.9± 2.7%か ら術後6.5± 1.6%と

有意 (p<0.01)に減少していた。

老齢雌の reciplentに 幼若雄を donorと して移植し

た時の sex chromatin陽 性率の平均は,表 9,図 5の

如く,donor(R)中央部の術前と術後 (平均7.7週 )で

3.4± 0.4%か ら7.7± 3.5%と 術後に増加したが統計的

に有意差は認められなかった。しかし,recipient(R)
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表 7 幼若雌の reCipientへ 老齢雄の dOnorを 交換移植した前後のSeX Chromatin
l場性率(%)

postop

donor
(old male)

duration(ヽ V)

15.2

34.6

26.9

25.6± 9.8 63

preop

pos top

図4 幼若雄のrecipient(R)へ 老齢雌のdonor(D)
を交換移植した術前 (上半分)と術後 (下半分)の
sex chromatin陽 性率 (%)

表8 幼若雄の reCipientへ 老齢雌のdOnOrを交換移植した前後のSeX ChrOmatin
陽性率(%)
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duration(W)

5

5

11
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の老齢(old)雌角膜の陽性率が術前の29.9± 2.7%か ら

術後11.2± 3.0%と 有意 (p<0.02)に減少していた。

老齢雄の recipientに donorと して幼若雌角膜を移

植した時の sex chromatin陽 性率の平均は,表 10,図

6の如く,donor(D)中 央部の幼若雌角膜では術後 (平

均6.7週 )変化は認められなかったが,recipient(R)
の老齢雄角膜では3.1± 1.0%か ら22.5± 5.4%と 術後
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表 9 老齢雌の reCipientへ 幼若雄の donorを交換移植した前後のsex chromatin
陽性率(%)

p0stop

duration(W)

933

77

preop

pos top

図 5 老齢雌の recipient(R)へ 幼若雄 donor(D)を
交換移植した術前 (上半分)と 術後 (下半分)の sex

chromatin陽 性率 (%)

に有意 (p<0.02)に増加していた。
donor‐recipient境界部の sex chromatin陽 性率は,

いずれの組合せでも,境界部の retroCOrneal mem‐

brane等 によるデスメ膜の肥厚により同定が困難で

あった。

3)対照全層移植角膜 (表 11)

対照としての同一週齢 (18週 )の雌雄家兎角膜移植

preop.

pos Eop

図6 老齢雄の recipient(R)へ 幼若雌の donor(D)
を交換移植した術前 (上半分)と 術後 (下半分)の
sex chromatin陽 性率 (%)

表10 老齢雄の recipientへ 幼若雌の donOrを交換移植した前後のSeX Chromatin

陽性率(%)

post0p

duration(ヽ
'V´

)

67

において表11の如 く,術前の雌および雄のそれぞれ 3

眼ずつ sex chromatin平均陽性率はそれぞれ46.8±

6.4%,お よび2.5± 0.7%で あった。移植後の recipi‐

ent,recipient‐donor境 界部(border)お よび donor中

央部では,It産が recipient,雄 が donorの場合,それぞ

れ49.0± 1.1%,24.4± 8.3%,6.5± 2.8%で あり, ま

た,雄が recipient,雌 が donorの場合はそれぞれ4.1士
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299± 2.7 34± 04 112± 3.0 7.7± 35

young male
D

3.4 ■ 0.4

oi d female

R

29.9 ■ 2.7

young female

37.4 ■ 1.6

o1d male

3.1 ■ ■.0

D young male

7.7 ■ 3.5

R

o1d female

3.0■1.2

Young female
D

35.8 ■ 4.0

o1d male

prcol)

recipient
(old nrale) (young female)

donor
(old male)
recipient

(young female)
donor

2.8

4.2

2.3

35 6

38.1

38.5

21.4

28 4

17.7

39.7

31.7

36.0

31± 1() 374± 1.6 35.8± 40

22.5 ■ 5.4

225± 5.4



preop

recipient donor recipient border donor

Ｆ

Ｆ

Ｆ

51.5

49.5

39.4

Ｍ

Ｍ

Ｍ

3.2

1.9

2.3

48.6

48.2

50.2

33 9

18.9

20 4

9.1

6.7

3.6

46.8± 6.4 2.5[LO.7 49.0± 11 244± 8.3 65± 28

Ｍ

Ｍ

Ｍ

Ｆ

Ｆ

Ｆ

51 5

49.5

39 4

42 37.5

42.4

39.6

10.1

3.9

12.4

25± 0.7 468± 64 4.1± 2.1 88■ 4.4 39.8± 2.5
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表11 対照 (同 一週齢)家兎の雌雄交換全層角膜移植前後の SeX Chomatin陽性率(%リ

postop

duration(W)

4

11

7

73

F:female M: male

2.1%,8.8± 4.4%,39.8±2.5%であった。recipient‐

donor境界部での sex chromatinは ,3.9%か ら39.9%

の幅があり雌雄の内皮細胞が入 り混じっている変化が

認められた。recipientお よび donor中央部での内皮の

sex chromatin陽性率には術前後で有意の変化はな

かっ′こ.

IV考  按

臨床的に,水疱性角膜症の如 く内皮細胞が欠損もし

くは著しく減少している状態への角膜移植は,内皮細

胞密度が高 く若い角膜ほど有効であり
2)3),た とえ健常

であっても高齢な角膜を移植 した場合には graftの透

明治癒率が低下することが報告
3)さ れている。反面,円

錐角膜では,高齢な角膜を移植しても,graftの透明治

癒率は100%に近ぃ4)。 graftあ るいはrecipientの内皮

細胞は,recipientと graft間に形成される疲痕などが

大きな障壁 となって,いずれかの方向へ移動すること

はない5)-7)と する見解がある。しかし,前述の臨床的事

実から,graftと recipientの 内皮細胞の間で,細胞密

度の高い方から低い方への移動現象の存在が推測され

る。Bom & Brownl)も ,全層角膜移植19例 の slit‐
image photographyに よる内皮細胞密度の所見から,

donorの 内皮細胞の生存が少ない場合には,recipient

の内皮細胞は donorへ shdingし ,ま た,Fuch's dys‐

trophyの ように recipientの 内皮細胞の damageが 大

きい時,あ るいはより大きい sizeの graftで は,graft

からrecipientへ 内皮細胞が移動すると推論 してい

る.こ の推論を確かめるため,著者は,家兎の全層角

膜移植後の釘aftお よび recipientの 内皮細胞動態を

細胞密度 とsex chromatinの 変化を指標 として調べ

た。

7.6

全層角膜移植後の内皮細胞の動態を知る手段として

は,現在, ラジオアイ ソ トープによるものと,sex
chromatinを用いる方法がある。前者では,正常の内

皮細胞はラベルされず,障害のある, もしくは分裂あ

るいは DNA合成している細胞のみがラベルされ, ま
た, ラジオアイソトープの半減期による実験期間の制

限もあることなどから,今回の研究には適切ではない.

他方,sex chromatinを 指標とする方法は,生体組織
に何らの侵襲を加えることなく,摘出標本で判定が可

能であるため,in vivoで の実験には非常に有用な手段

である。

正常家兎角膜の内皮細胞は,幼若期には細胞分裂す

るが,成熟期には細胞分裂はまれとなり,加齢によっ
て内皮細胞の面積は増大する

8)9)と されている。今回の

specular microscopeに よる正常家兎角膜内皮細胞の

観察でも細胞密度が減少する加齢変化の存在を実験の

第一段階として確認した。そして, この角膜の内皮細

胞密度の加齢変化の存在は,家兎を young,adult,old

の 3群に分け,内皮細胞数の多い youngと 少ない old

の間で交換移植し,そ の術後の内皮細胞密度の変化を

調べることで,移植後の内皮細胞の動態の指標になる

可能性がある。 しかし,家兎の内皮細胞に障害が加え
られた場合には,内皮細胞の分裂が生じ,障害部が移

動細胞によって覆われるまで修復に当たり,そ の分裂

は一 日目が最大で,そ の後は急速に減少する1。 )と され

ている。角膜移植後に,細胞分裂によって donorと

recipientの 内皮細胞が修復されるとしても,移植によ

る障害の程度が donor,reciplentと も同程度であるな

らば,相対的には細胞数は細胞分裂に影響されないと

思われる.ま た,細胞分裂の増殖能力に加齢変化があ

るか否かは不明であり,今後,検討すべき課題である。



もし,内皮細胞の増殖能の加齢による変化が解明され
た場合には,本稿のような内皮細胞の密度の変化のみ
に基づいた考察は変える必要が生じるかもしれない。

家兎に全層角膜移植を施行すると,術中から前房に
フィブリンが析出して前房形成が困難になり, また術

後に虹彩前癒着が高頻度に発生し,graftの 新生血管

侵入によるgraft failureを 起こしやすい。このフィブ

リン析出はヘパリンの前房注入H)～ 13)あ るいは前房内

灌流
14)に よって抑えられることが報告されている.著

者の場合もdonor graftを 作製する前に前房内にヘパ

リンを約0.2ml注入することによってフィブリンの析

出が抑えられた.こ のヘパ リン注入の角膜内皮に対す
る影響を調べた結果,内皮細胞密度でみるかぎり,そ
の影響はなく,以後の実験に支障がないことが確認さ
れた。

交換全層角膜移植前後における内皮細胞の動態を細

胞数の変化でみると,老齢 donorを幼若 recipientに
移植 した場合 donorの 内皮細胞密度 の減 少率は

34.4%,幼若 donorを老齢 reCipientに 移植 した場合
は36.4%, また,同一週齢の成熟家兎間で移植した対
照群では30.5%で あった.dOnOrと recipientの 間で,

内皮細胞がその密度の高い方から低い方へ移動すると

仮定するならば,幼若 donorを老齢 recipientへ 移植
した場合,手術操作による内皮細胞の減少に加えて,

幼若 donorの 内皮細胞は老齢 recipientへ 移動するの

で,幼若 donorの内皮細胞密度の減少率が対照群より

も大きくなり,逆に老齢 donorを 幼若 recipientへ移
植した場合には,老齢 donorの 減少率は対照群 donor

よりも小さい値をとることが予測される.本実験の結
果では,内皮細胞密度の減少率は幼若,老齢いずれの
donorも ,対照群の donorよ りも減少率は大 きかっ
た。 この理由として,本来,平均角膜内皮細胞密度は
youngが最も高くoldが最 も低いのであるが (表 3),
yOungと adult,donorの 実際に移植した術前の平均

内皮細胞密度を比較するとadultが 最も高 く(図 2),

この高い細胞密度どうしの移植が他の組合せの内皮細

胞密度の減少率より低い値をとったものと思われる。

しかしながら,幼若と老齢の間で減少率を比較すると
幼若 donorの 方が大きい傾向にあったが,有意の変化
ではなかった.し たがって,交換移植後の内皮細胞密
度の変化の観察からは,家兎角膜の内皮細胞修復時の
細胞分裂もあることから,家兎での幼若角膜優位の内
皮細胞移動の現象は明確に証明されなかった。

次に,細胞の sex chrOmatinの 染色には種々の染色
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法があるが,今回, クレシユールエヒトバイオレット
染色法を用いた理由はその簡便さにある.本法によっ
て得 られた家兎角膜内皮細胞の sex chromatin陽性

率 (雌40.1± 8.9%,雄 3.2± 0.7%)は ,他の染色法に
よる従来の報告 10)～ 16)と 差がなく,し たがって,方法の

簡便さと精度とから,本法は今回の研究目的に十分か
なう方法である。

家兎全層角膜移植後の donorと recipientの 内皮細

胞の動態をみるために sex chrOmatinを指標 とした

方法はこれまでにも報告
:0)～ 21)さ れている。しかし,今

回のように性のみならず週齢を変えて交換移植した透

明な graftお よび recipientの 内皮細胞の動態を調べ

た研究はない。従来の報告では,Yangら 13)が,水疱性
角膜症を発現させた家兎角膜に性の異なる donor角

膜を移植し,Sex chromatinを 指標として内皮の動態

をみた結果,recipientの 内皮細胞は donor由 来であっ

た と報告した例にみられる如く,graftの 移植後の侵

襲が大きいほど,あ るいは混濁が強いほどgraftの 内
皮細胞はrecipientの細胞に変わる:0)～ 13)17)13)と されて

いる。

今回の家兎での sex chromatinを指標 とした成績

では,dOnOrと reCipientが 同じ週齢である対照群で
は,recipientの 細胞が donorの gratの 中央にまで達
する動きはなく,donor‐ recipient境界部で両者の細胞

が混じり合うのみであった.こ れに対し,週齢の異な
る家兎の組合せの間では,いずれの組合せでも幼若角
膜が優位であった.し たがって,sex chromatinを 指
標にした方法で,幼若側から老齢側への内皮細胞の移
動現象の推論を家兎で裏付ける結果が得られた。

内皮細胞が,donorと recipientの 間で,どのような

機序で,どのような時期に移動するのかについては,
今後の検討に侯たねばならないが,今 回の著者の sex
chromatinの成績は,家兎の全層角膜移植後の内皮細
胞は,donorと recipientの 間で細胞密度の高い方から

低い方へ移動することを示唆するものである.

稿を終えるにあたり,御指導と御校閲を賜わりました田
澤 豊教授に深謝致します。また,多大な御協力をいただき
ました鈴木武敏先生に感謝致します。
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