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はじめに

　プリオンとは、ヒトのプリオン病であるクロイツ

フェルト＝ヤコブ病や昨今社会問題になっている牛

海綿状脳症（Bovine　Spongifbrm　Encephalopathy；

BSE）の原因となる未だ謎の多い感染因子である。当

初、プリオン病の原因はスローウイルスによるものと

されていたが、1980年代になってカリフォルニア大の

Prusinerは、プリオン病の原因が蛋白質のみからなる

という「プリオン仮説」を提唱した。当時この大胆な

仮説には多くの反論があり、その主なものは、感染の

原因となるものなら増殖する必要があり、そのために

は核酸成分が必要であろう、というものであった。そ

こで彼らは核酸を全く含まないに等しい蛋白質画品

によって、プリオン病に罹患したハムスターから健康

なハムスターに疾患が伝播することを示し、この成功

によってプリオンという概念は受けいれられるよう

になったのである。

　ヒトのプリオン病は、クロイツフェルト＝ヤコブ病

（CJD）と呼ばれる病気がその代表である。　CJDには、

原因不明の孤発性、遺伝性及び家族性を有するゲルス

トマン症候群（GSS）、家族性致死性不眠症（FFI）、感

染性に分類される。感染性のプリオン病には、主に医

療行為による医原性プリオン病（乾燥硬膜移植後

CJD、いわゆる薬害ヤコブ病など）が挙げられる。さ

らには近年、ウシのBSEに由来するとされる変異型

クロイツフェルト＝ヤコブ病（variant　CJD，　vCJD）

もイギリスを始め日本を含むいくつかの国において

発症が認められている。さらに動物においては、200年

以上以前からその存在が知られていたヒツジのスク

レイピー、ウシにおける海綿状脳症、所謂BSE、サル、

ネコ、ミンク、チーターをはじめ、野生鹿のプリオン

病であるCWDなどが挙げられる（表1）1）。残念なが

ら、プリオン病は現時点においても致死性の疾患であ

ることに変わりはない。

　プリオン病の原因となるプリオン蛋白質はアミノ

末端側に小胞体移行シグナル、カルボキシル末端に

GPIアンカーシグナルを持つ糖蛋白質であり、分泌蛋

プリオン病の種類

表1プリオン病

ヒト　　弧発性クロイツフェルト＝ヤコブ病（CJD）

　　　家族性プリオン病（GSS，　FFIなど）

　　　感染性（医原性）プリオン病（硬膜移植など）

　　　変異性CJD（variant　CJD；vCJD）

ウシ　　牛割甲状脳症（BSE）

ヒツジ　スクレイピー

シカ　　Chronic　Wasting　Disease（CWD）

他サル、ネコ、ミンク、チーターなど

2005年9月16日受付、2005年10月5日受理
キーワード：prion　protein，　prion　disease，　microtubule，　apoptosis，　molecular　chaperone
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白質の輸送経路を通って最終的に細胞膜上ラフトに

局在する。正常型プリオン蛋白質（Prpc）とプリオン

病を引き起こす異常感染型プリオン蛋白質（PrPSc）で

はアミノ酸配列に違いはなく、その立体構造のみが異

なっている。図1にハムスターにおける正常型と異常

感染型のプリオン蛋白質の立体構造の違いを示す。正

常型はα一ヘリックスを多く含み、可溶性で柔軟な構造

をしているが、異常感染型はβ一シート構造に富み、蛋

白質分解酵素に耐性で凝集体を形成する。異常感染型

プリオン蛋白質（PrPSc）によるプリオン病について

はこれまで多く研究報告があるにも関わらず、正常型

プリオンタンパク質（Prpc）の生理的な機i能は未だ明

らかではない。最終的なプリオン病の治療法、予防法

および病態の解明にはプリオン蛋白質そのものの細

胞内挙動や生理機能を明らかにすることが重要であ

ると我々は考えている。そこで、これまで主に3つの

アプローチによって研究を行ってきた。即ち、（1）プ

リオン蛋白質の生理機能を解明するためPrpcの細胞

内輸送機構を可視化の系によって解析する、（2）プリ

オン病と神経細胞死の関連を培養細胞系を用いて解

析する、（3）PrpcがPrPScへと変換する機構を明らか

にする、である。本稿ではこれらの研究に付き概説す

る。

プリオン蛋白質の生理機能を解明するためPrpcの

細胞内輸送機構を可視化の系によって解析する

　生体内における正常な代謝過程において、Prpcはそ

の中心領域で、未同定の分解酵素により切断を受ける

ことが知られている（図2A）。切断されるPrpcのアミ

ノ酸配列上の部分はPrPScへの変換に際してβ一シー

ト構造をとりうるのに必須な領域に相当するため2）、

切断されるかPrPScへ変換されるかという互いに相補

的な関係を有する。言い換えれば、この部分で切断さ

れてしまえばもはやPrPScへの変換は生じ得ないた

め、プリオン病の予防法・治療法開発の点から非常に

重要である。そこで我々は、この切断の過程を細胞内

可視化の系で生細胞を用いて観察する系を立ち上げ

た。まず、N末端、　C末端両方に異なる色の蛍光蛋白

質を融合したキメラプリオン蛋白質を作成しマウス

神経芽細胞腫由来N2a細胞へ導入した。この融合プリ

オン蛋白質が細胞内で正しく発現し生理的な切断を

受けることができれば、切断後のN末端側を含むペプ

チド、C末端側を含むペプチド、切断されていない全

長のプリオン蛋白質、は3者とも蛍光顕微鏡下で異な

る色で観察されるはずである（図2B）。これらは細胞

内で生理的な切断を受け、N末端側を含む断片は「細

胞内に局在」、一方、C末端側を含む断片は「細胞膜上

に局在」していることが明らかになった3）（図2C）。

　一方、この生細胞におけるプリオン蛋白質の分解過
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図1ハムスター正常型と感染型のプリオン蛋白質立体構造の違い

　　溶液NMRによるハムスター正常型リコンビナントペプチド（SHaPrP90－231）の立体構造予測モデル（左のパネル）
　　およびそれを元にした異常感染型リコンビナントペプチド（SHaPrP90－231）の立体構造コンピューターモデル予測図

　　を示す。
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程観察の際、我々はPrPC　N末端を含むフラグメント

が細胞内を移動している様子を見出していた。そこ

で、この現象をさらに詳細に解析するためにN末端に

GFPを融合したプリオン蛋白質を新たに作成し、　N2a

細胞に発現させたのち、その移動を生細胞におけるタ

イムラプス動画撮影にて詳細に記録し解析した。その

結果、核近傍から細胞膜方向へ向かう正方向、および

細胞膜側から核近傍へ向かう逆方向、の2つの輸送方

向が存在することを見出した。これらの輸送は、阻害

剤および阻害抗体を用いた実験結果から、正方向への

移動に関るモータータンパク質としてキネシンが、逆

方向への移動にはダイニンが関わっていることを明

らかにした。また、これらの平均の移動速度は正方向

に140－160nm　sec－1、逆方向に1－1．2μm　sec－1である

ことがわかった。次に、同定されたモータータンパク

質がPrpcのアミノ酸配列中どの部分と相互作用し機

能しているのかを調べる目的で、様々な長さにトラン

　　　N末㌔＿一門一直r宋端
　　　　　　　　　　　e

　　　　　　　C虚tica1叙）多一sheet　fbr雌at沁n

　　　　　　　　　プリオン蛋白質願断部位

図2A　プリオン蛋白質の構造および切断箇所

　　　．はプリオン蛋白質C末端側に付加される糖鎖、

碁1齢は生理的に切断される箇所および異常感染型へ

の高次構造変換に重要な箇所を示す。

図2B　Prpcの細胞内切断を生細胞で観察するために作成したコンストラクトの概要
　　　切断を受けたプリオン蛋白質は各フラグメントが異なる色で発色すると予想される。

　　　鑓GFP　iiiiiiiiii■DsRedGFP』i漕蓼小胞体移行シグナル　■凹GPIアンカー付加シグナル

図2C　切断を受けたプリオン蛋白質
　　　各フラグメントが異なる色で発色し切断を生細胞で可視化することができた。
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Control GFP・PrP　（A53－9ゴノ GFP－PrP　（A22－33）

図2D　プリオン蛋白質上の正方向、逆方向の輸送に計る領域

　　　Prpcは細胞内および細胞膜状にその局在を持ち通常末端を含むフラグメントは正方向・逆方向の輸送を行っている
　　　（Control）．

　　　様々な長さのトランケートPrpcを作成し発現させた結果から正方向の輸送にはアミノ酸配列上53番目から91番目
　　　までが関っておりこの領域を欠損したプリオン蛋白質は細胞膜側へと移動できない（GFP－PrP　D51－91）。一方、逆方

　　　向には53番目から91番目までが関っている（GFP－PrP　D51－91）。

図2E　微小管上に局在するプリオン蛋白質
　　　赤は抗チューブリン、緑が内在性プリオン蛋白質を示す。微小管上にPrpcが局在している様子が観察された。

ケートしたプリオン蛋白質を作成しN2a細胞に導入

した。同様のタイムラプス撮影による観察の結果、キ

ネシンとはPrpcのアミノ酸配列上53番目から91番

目、ダイニンとは23番目から33番目のアミノ酸で相

互作用していることを明らかにした4）（図2D）。観察さ

れたPrpcの細胞内での動きは微小管阻害剤であるノ

コダゾールにより顕著に阻害されたことから、その細

胞内の局在には微小管が関与していることが示唆さ

れた。そこで、チューブリンを認識する抗体および内

在性のPrpcを認識する抗体を用いて蛍光抗体法によ

り観察したところ、細胞内のPrpcは微小管上に局在

していることが判明した3）（図2E）。

プリオン病と神経細胞死

　Prpcは分泌系を経由して輸送され細胞膜上に提示

される分子であるが、小胞体内で正しい立体構造を形

成できなかった場合は小胞体から逆輸送され細胞質

へ蓄積し、結果的に細胞死を引き起こすことが知られ

ている。そこで、我々はPrpcを正常よりも3－5倍程度

多く発現しているトランスジェニックマウスを材料

に、加齢によるPrpc依存性神経細胞死の有無に着目

し、解析を行った。野生型、Prpc過剰発現型、各々に

ついて生後50日目の若齢マウス（野生型；WT50、過

剰発現型；TG50）、および520日目（WT520，　TG520）

の老齢マウスにて比較検討したところ、TG520のみ

Prpcの細胞内局在パターンが変化していることを見

出した。TG520においては、合成されたPrpcのほぼ半

量がミトコンドリアへと異常標的化を起こしており

（図3A）、最終的にミトコンドリア由来のアポトーシス

が観察された。しかもこのミトコンドリアへのPrpc

の局在異常によるアポトーシスは、マウス脳内で海馬

特異的に起こっており、このとき、細胞質にあるプロ

テアソームの活性が老齢マウスでは若齢マウスに比

較して1／5に低下していることを見出した5）。
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図3A　ミトコンドリアへ異常標的化をおこしているPrpc
　　　TG520マウス脳切片を用いたPrPc抗体による免疫電顕でPrPcがミトコンドリアへ異常標的化している様子が観察

　　　された。

図3B　ミトコンドリアへ異常標的化を起こすのに必要なPrpcの領域の同定
　　　赤はミトコンドリア、緑はPrpcを示す。　Prpcがミトコンドリアへ標的化すると両者が重なり黄色を示す。

　Prpcは分泌経路を経由して移動する糖蛋白質であ

るから、通常はミトコンドリアへと標的化することは

ありえない。そこで我々は、この異常なミトコンドリ

アへのPrpc輸送経路を詳細に解析することにした。

まず、Prpcアミノ酸配列上のミトコンドリア標的化領

域を同定するため、ここでも様々な長さにトランケー

トしたPrpcを作成した。次にN2a細胞にプロテア

ソーム阻害剤ラクタシスチンを添加しPrpcがミトコ

ンドリアへ標的化されアポトーシスを起こす再構成

系を構築した。その結果、Prpcのアミノ酸配列上122

番目から139番目までのアミノ酸がミトコンドリア

への標的化には必須であることを明らかにした（図

3B）。この再構成系においてもマウス脳同様、　Prpcがミ

トコンドリアへ異常標的化した細胞ではアポトーシ

スの状態を示しており、ミトコンドリアの膜電位の消

失、チトクローム。の細胞質への流出、およびカス

ペース3の活性化によるDNAの分断化が観察され
た6）。

　ミトコンドリアへの蛋白質輸入には細胞質の因子

が必要であることが知られている7）。そこで我々は次

に、Prpcが細胞質からミトコンドリアへと標的化する

ための細胞質因子を見つけるアッセイ系の構築に着

手した。すでにミトコンドリアへ標的化させる細胞質

因子としてN一エチルマレイミド（NEM）感受性のミ

トコンドリアインポート促進因子MSFが知られてい

ることから8－10）、ミトコンドリアへ蛋白質が移行する

試験管内アッセイ系および培養細胞を用いたセミイ

ンタクトセルアッセイ系を作成し、Prpcのミトコンド

リアへの異常標的化もNEM感受性であることを見

出した。MSFは14－3－3ファミリーの蛋白質であり、7
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つの14－3－3蛋白質アイソフォームのうちεとγがそ

の機能を担っている11）。Prpcがミトコンドリアへ標的

化するには14－3－3蛋白質のどのアイソフォームが

関っているのかを免疫沈降とウエスタンプロットを

組み合わせた系を作成して解析し2種類のアイソ

フォームであることを新たに発見した。（Hachiya，　NS

et　al．，　paper　in　preparation）

　解析したPrpcのミトコンドリアへの異常標的化に

よる神経細胞死機構が実際に遺伝性プリオン病の原

因であった例を紹介する。PrPは全長253個のアミノ

酸からなるポリペプチドであるが、このアミノ酸配列

中145番目のチロシンをコードするコドンがストッ

プコドンに変異し、短いフラグメントしか産生されな

いY145STOPと呼ばれる遺伝性プリオン病が存在す

る。ミトコンドリアへの異常標的化に関るPrpc上の

配列を探している際、136番目までの長さのトラン

ケート産物が非常に効率よくミトコンドリアへと標

的化したことから、このY145STOPにおいても同様

に、ミトコンドリアへ異常標的化を起こし神経細胞質

をおこすことがこのプリオン病の原因ではないかと

考えられた。そこで我々は、YI45STOPに相当するコ

ンストラクトを作成しN2a細胞へ導入、その挙動を解

析した。その結果、Y145SOP変異を持つPrPcはN2a

細胞内でミトコンドリアへ異常標的化を示しアポ

トーシスを起こしていた。さらに興味深いことに

Y145STOPを発現させたN2a細胞では細胞内に巨大

な封入体を形成しており、電顕観察の結果、この封入

体はPrpcが異常標的化したミトコンドリアの凝集体

であることが判明した5）（図3C）。

PrpcがPrPScへと変換する機構を明らかにする

　蛋白質が細胞内で正しく機能するには、ポリペプチ

ドが正しく折りたたまれて、機能をもった高次構造を

形成し、機能すべき細胞内外の場所に正しく輸送され

なくてはならない。また、遺伝子の変異などによって

誤った構造の蛋白質が作られた場合にそれらを監視

して分解してしまうこと、が極めて重要である。細胞

は、これらの要請に応えるために、分子シャペロンと

いう一群の蛋白質による、きわめて巧妙な細胞機能調

節機構を備えている。ちなみに「シャペロン」とはフ

ランス語で、若い未婚の婦人が社交場に出る時の付き

添い人のことで、多くは年配の婦人であり社交上の行

儀作法が守られているかを監督する人たちのことで

ある。

　細胞内でPrpcとPrPScが何らかの相互作用を起こ

し、細胞内のPrpcが次々とPrPScへ構造変換を起こし

てしまうことがプリオン病の原因であり、このように

蛋白質の高次構造変換が病因となることから、分子

シャペロンとプリオン蛋白質とは何か深い関係があ

るものと思われている。

　生体内における正常な代謝過程において、Prpcが中

心領域で、未同定の分解酵素により切断を受けること

は先に述べた。興味深いことに、この切断箇所に相当

するアミノ酸配列は非常に疎水性に富んでいる。その

ため、分解酵素によってPrpcが切断されるための領

域は立体構造の内部に閉じ込められていると予測さ

れる。従って分解酵素がこの領域を切断するには高次

構造がアンフォールドされる必要があると考えられ、

このPrpcのアンフォールドの過程がうまく働かない

i，6i

霧

鐡

擦
㌫鷺

図3C　Y145STOP変異におけるミトコンドリアとPrPcから形成される細胞内凝集体
　　　Y145STOPをN2a細胞に発現させたのちグルタルアルデヒドとオスミウムによる固定を行い電子顕微鏡にて微細構
　　　造を観察した。細胞内にPrpcが異常標的化したミトコンドリアで構成される巨大な凝集体が見られた。

（6）
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と分解酵素による切断が阻害されることになる。その

結果、高次構造が変化したPrPScへと移行しプリオン

病を発症してしまうのではないかと考えられてい

る12）。つまり、蛋白質の立体構造をモジュレートする

所謂分子シャペロン様の活性の存在が示唆されてい

るのである。

　しかしながら、ここで推察されるアンフォールディ

ング活性は正常にフォールディングされた分子

（Prpc）を標的としているため、従来から知られている

ミスフォールディング蛋白質やアンフォールディン

グ蛋白質を標的とする一般的な分子シャペロンの範

疇には該当しない。そこで我々は、このような「正常

な高次構造を持つ分子に対し、その構造を変化させる

ような活性を発揮する分子シャペロン様活性が実際

に細胞に存在するのかどうか」を、まず出芽酵母の系

において検討した。その結果、正常にフォールディン

グされた蛋白質をアンフォールドする新規クラスの

分子を同定し13）、“Unfbldin／Oliomeric　Aip2p”と命名

した。Unfbldin（アンフォルジン）は58キロダルトン

の単量体分子が、そのC末端に局在するコイルドコイ

ル領域で10－12個会合したリング様構造をしており、

中央にCavityを有している14）。　ATP存在下において

は開口部が開き、基質と相互作用可能になる。ATP非

存在下では閉口し、閉口時のアンフォルジンの直径は

ほぼ10nm、このとき基質との相互作用は起こらない

（図4）。

　アンフォルジンは、酵母細胞内においてはアクチン

繊維の制御および出芽に繰り、細胞周期によりその活

性・局在を変化させ厳密な活性制御が起こっているこ

とが示唆された。一方、試験管内においては基質特異

性を持たず、ATP存在下で極めて強い蛋白質アン

フォールド活性を示した。この強力な蛋白質アン

フォールド活性は正しくフォールディングされてい

る蛋白質に対してのみならず、様々な神経変性疾患に

見られる凝集体を形成する病因蛋白質、アミロイドβ

（1－42）、α一シヌクレイン、β構造を持つプリオン蛋白質

に対しても極めて有効であり、ATP存在下でアン

フォルジンとインキュベートすることにより、これら

の蛋白質異常凝集体はわずか200ng　ml－1の低濃度ト

リプシンによって分解された15）。

　そこで、我々はこのアンフォルジンの持つ非常に強

力な蛋白質高次構造アンフォールド活性をプリオン

病以外の神経疾患の解析にも応用した。神経変性疾患

（neurodegenerative　disease）は、「原因不明の代謝障害」

により、疾患ごとに決まった種類の神経細胞群が進行

性の変性・脱落を生じたり、ミスフォールドした蛋白

質が神経細胞内に封入体を形成する結果、様々な神

経・精神症状を呈する一群の疾患である。アルツハイ

マー病やパーキンソン病など、きわめて頻度が高くそ

の殆どが孤発性であるもの、ポリグルタミン病のよう

に、比較的稀であるが様々な低湿が存在し、そのすべ

てが遺伝性を示すもの、そのほかにもピック病、筋萎

縮性側策硬化症（ALS）16）など、多種多様な病態が存

在する。さらに、昨今の高齢化社会の到来に伴い、ア

ルツハイマー病、パーキンソン病など、加齢と関係の

深い神経変性疾患の頻度は急増してきており、これら

の神経変性疾患患者総数は全世界でほぼ2，220万人以

上といわれている。今後、更に人口の高齢化が進み患

者数が増加すると考えられ、より効果的な予防法・治

療法に対する社会的需要が高まっていくと予想され

るにも関らず、これら進行性疾患群の様々な病因をは

じめ、予防・治療手段は未だ不明である。神経変性細

図4低角度回転蒸着法で観察されたUnfoldin
　　ATP存在下では開口し基質と相互作用をする（右パネル）が、非存在下では閉口状態で基質との相互作用が起こらな

　　い（左パネル）。

（7）
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患の研究においては、これまでにポジショナルクロー

ニングなど強力な分子遺伝学的手法が進歩し、単一遺

伝子病型の神経変性疾患の病因遺伝子が相次いで明

らかとなり病態解明の一歩として大きな進歩をもた

らした。しかしながら、同定された病因遺伝子の産物

タンパク質には機能不明なものが多いことから、神経

変性疾患は代謝酵素欠損による物質蓄積症とは大き

く異なり、いまだその「代謝障害の本態」は原因不明

と言わざるを得ない。また、多くの神経変性疾患に見

られる細胞内封入体に関しては、蛋白質凝集体解析の

困難さから、構成成分についての情報がほとんどない

のが実情である。

　我々の研究室では、将来的にすべての神経難病に見

られる細胞内封入体を解析しこれら致死性疾患の発

症機構およびその治療の標的となる成分を同定する

ことを最終目標とし、まずピック病におけるピック小

体の構成成分を同定することに着手した。ピック病に

見られる細胞内封入体ピック小体は非常に強い蛋白

質凝集体であるため、いかなる変性剤、界面活性剤を

用いてもその可溶化が不可能であり、これまでの解析

手法においては、ピック小体を含む脳ホモジネートを

ウエスタンプロットし、そこに多くの異常リン酸化さ

れたタウ蛋白質が主に含まれるということが解析さ

れていた。しかしながらこの手法においては、ピック

小体周辺の組織を多量に含むため、ピック小体そのも

のの構成成分を明らかにすることができず、病気の本

体に迫れないのが実情である。そこで我々は、明視野

顕微鏡と微小領域を切り出すことができるレーザー

図5A　レーザーマイクロダイセクションシステムにて切り出したピック小体

　　　ピック病剖検脳を異常リン酸化タウを認識する抗体で染色しレーザーマイクロダイセクションシステムにてピック

　　　小体のみを単離した。

図5B　ピック小体とUnfoldin
　　　Unfoldinと30　min，　ATP存在下でインキュベー一一・ト後、脱凝集されたピック小体をネガティブ染色による電顕で観察

　　　した。
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カッターを搭載した独自のマイクロダイセクション

系を開発した。このシステムを用いて切り出した500

個ものピック小体は（図5A）17）、確かに2％のSDSや

8Mのウレアで処理をしても全く可溶化されず凝集

体は電気泳動においてゲル中を流れることができな

かった。ところがこれらのピック小体をまずアンフォ

ルジンを用いてATP存在下でunfolding反応を行っ

たところ凝集体は容易に脱凝集し（図5B）可溶化さ

れ、ウエスタンプロットにて検出することができた。

このようにアンフォルジンを用いることにより、ウエ

スタンプロットでの検出感度を数百倍以上に上げる

ことができたため、さらにどれくらいまで感度を上昇

させることができるかを調べたところ、たった1個の

ピック小体で充分検出することが明らかになった18）。

さらにこのアンフォルジンによる可溶化法を用いて、

これまでにできなかった細胞内蛋白質封入体の蛋白

定量を可能にした。即ち、ピック小体には1個当たり

ほぼ2ngの蛋白質を含むことが明らかになった。

終わりに

　プリオン仮説が提唱されてからすでに四半世紀が

経とうとしているが、未だにプリオン病へ至るプリオ

ン蛋白質の高次構造変換過程のみならず、その生理的

な機能すら明らかになっていない。その一方で、BSE

や薬害ヤコブ病などプリオン病は様々なところで

我々の身近になってきている。このような状況下、

我々はプリオン蛋白質の生理機能を解明することを

目的として、Prpcの細胞内輸送機構を可視化の系に

よって解析する、プリオン病と神経細胞死の関連を培

養細胞系を用いて解析する、PrpcがPrPScへと変換す

る機構を明らかにする、ことを重点的に研究し、ここ

にのべたような成果を挙げてきた。これからさらにプ

リオン蛋白質の生理機構や高次構造変換に関る因子

の同定がなされればさらにこの分野の研究を進める

ものと考えられる。

　また、我々の研究室で同定したアンフォルジンは正

常な立体構造を持つ相手に対しても作用する新しい

範疇の分子シャペロンである。アンフォルジンの持つ

試験管内での強力な高次構造変換活性は、これまで

我々が手をつけることができなかった各種の神経変

性疾患における細胞内封入体の解析だけでなく様々

な分野での応用が考えらており、プリオン病はじめ多

くの難治性疾患の病態解明をはじめ治療法・予防法に

おいて更なる進展が期待される。
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