
γδ�細胞の増幅培養とその細胞特性 ���

�

　平成��年�月��日受付　平成��年��月�日受理，　�〒���‐����　京都市上京区河原町通広小路上ル梶井町���番地

京府医大誌　���（��），���～���，����．

�

原　　　著
�

ヒト末梢血γδ�細胞の増幅培養と
その細胞特性について

辻村　貴弘１��２，中澤　　務３，松尾　良信１��３，今西　二郎１

１京都府立医科大学大学院医学研究科免疫・微生物学＊

２グランソール奈良
３（株）グランソール免疫研究所

����������	���
����
��������
��
������������	
�������

��γδ�������

����������	
���
��１��２����������	
�
�

�３���������	
���
�
�１��３����������	
������１

１　����������	
�	�
��
�

�
��	���	������������

���������	�
����
�������������	�������������	
������
���������	������������

２　���������	
���
����
	�

３　��������	
������
�
���������
���
������������	��

抄　　録

　���������	�は骨吸収抑制薬であると同時に�γ��δ����細胞受容体（���）保有細胞の特異的刺激剤と
して知られている．われわれは健常人��名の末梢血リンパ球を対象にγδ��細胞の増幅培養を試みた．
��μ����������	
�の存在下に�％自己血漿および���������インターロイキンー�含有の�����培地で
増幅培養を行い，細胞の特性分析を行った．培養増幅した細胞は�γ��δ��の���を保有した細胞主体
のγδ��細胞であり陽性率は����＋�－���％であった．また，細胞増幅率は����±���倍であった．細胞
表面抗原の分析を行ったところ培養増幅したγδ��細胞は�細胞としての特性を保ちながら数種のナ
チュラルキラー（��）細胞関連抗原である����，����，����，������，�����ならびに�����
などの受容体を発現していた．また，これらの細胞は����に対して����～����％および�����細胞に対
して����～����％の細胞傷害活性を示した．つぎに，多発性骨髄腫由来細胞株�株，����，������，
������，������，���������および�����を用いて同様に細胞傷害活性の検討を行ったところ����
～����％の細胞傷害活性を示した．対象として用いた��������	
��ウイルス感染性“正常”�細胞株
（����）�株，���，����，����，����および����に対する細胞傷害活性は���～����％であった．
今回，培養増幅して得られた細胞はγδ��細胞主体の細胞であるが同時に複数の��受容体を保有して
おり��様�細胞の特性を有していた．加えて，これらの細胞は����，�����細胞のみならず多発性
骨髄腫細胞株に対しても旺盛な細胞傷害活性を示したことから，がん免疫細胞療法に臨床応用可能なエ
フェクター細胞であると考えられた．また，γδ��細胞における更なる細胞特性分析に有用な実験材料
となり得るものと考えられる．

キーワード：γδ��細胞，ビスフォスフォネート系薬剤，細胞傷害活性．



 緒　 言

　近年，γδ型�細胞受容体（γδ���）を有す
るリンパ球は一部のがんを対象とした免疫細胞
療法に臨床応用が試みられている�）　が，細胞の
機能を初めとする細胞学的特性において未だ多
くの解析の余地が残されている．その最大の要
因は，末梢血�細胞の中で約�％程度と少数で
あり２）３），細胞解析に必要な細胞数の確保が困難
なことが挙げられる．
　������ら４）　はリン酸系人工抗原物質がγδ
���の特異的リガンドとなることを明らかにし
た．以後，������������	
系薬剤が同様にγδ
�細胞を特異的に刺激することが明らかとなっ
た�）．������������	
系薬剤は高カルシウム血
症を伴う造血器腫瘍とりわけ多発性骨髄腫に対
する骨吸収抑制薬として臨床的に投与される
が，その疾病において投与中に腫瘍細胞数の低
下ならびにナチュラルキラー（��）細胞活性の
増強が報告され，骨吸収抑制薬の薬理作用が注
目された．その結果，������������	
系薬剤に
γδ�細胞を特異的に刺激し増幅させる作用が

明らかとなった４）５）．
　われわれは本薬剤を刺激剤として��������で
用いて，ヒト末梢血リンパ球の培養を行い，γδ
�細胞が培養増幅できることを確認した．培養
増幅したγδ�細胞の細胞機能ならびに細胞表
面抗原発現型の分析および���レパトアー解
析，またサイトカイン産生能について分析を
行った．さらに，培養クローン化されたγδ�
細胞株と比較検討を行って末梢血γδ��細胞
の細胞学的特性を明らかにすることを試みた．

 材 料 と 方 法

細　胞：
���．健常人末梢血単核球
　健常人ボランティア��名（男性�名，女性��
名，年齢��～��歳）よりヘパリン加末梢血の提
供を受けた．なお，本実験は研究所内倫理委員会
によって認可され，ヘルシンキ宣言を遵守して
実施された．ヘパリン加末梢血から比重遠心分
離法によって単核球を分離し，末梢血単核球
（�����）として実験に用いた．健常人ボラン
ティア��名中�名については������������	�
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	��（���������	�：ゾ
メタ（ノバルティスファーマ株式会社，東京）
による刺激を行い，��日間培養の後，培養増幅
比率ならびにγδ��細胞の含有率についての検
討を行った．また，�名については培養増幅し
た細胞について蛍光抗体染色法による表面抗原
の分析，また，������によるγδ����サブタイ
プならびにサイトカイン産生能についての検討
を行った．
���．細胞株　
　ヒトγδ���保有細胞として白血病・悪性リ
ンパ腫由来細胞株�株，�������６），����７），
�����８）および�����９）　ならびに�����Ⅰ陽
性����依存性γδ�細胞株��������１０）　の�
株計�株を比較対照として用いた．また，
���������	�の多発性骨髄腫細胞に対する作用
を解析するため�種類の多発性骨髄腫由来細胞
株，����１１），������１２），������１３），�����
�１４），���������１５），�����１６）　および急性リンパ
芽球性白血病細胞株������１７）　ならびに“正常”
�リンパ芽球様細胞（����）�株，���，����，
����，����および����を標的細胞として用い
た．�����株のうち���は������と同一個
体に由来する非白血病由来細胞株であり，同様
に����は������とそれぞれ同一個体に由来
する非悪性腫瘍由来細胞株である．これらの細
胞株を標的細胞として増幅培養したγδ��細胞
の細胞傷害活性の検討を行った．
���．���������	�の至適濃度の検討
　健常人�名よりヘパリン加末梢血を採取し
�����を分離し，�％自己血漿ならびに����
�����　インターロイキン‐�（����：遺伝子組み
換え型����，���������	�
��神戸）添加����Ⅴ
培地（インビトロジェンジャパン，東京）に均
等な細胞浮遊液として細胞を浮遊させ，それぞ
れ����を����������	�の各����に蒔き込み，そ
れぞれの����に���������	�を最終濃度が�，
���，���，�，�および��μ�となるように添加
して培養を開始した．以後，細胞増殖に応じて
����Ⅴ培地を加えながら増量し，��日まで培
養を継続した．培養後γδ�細胞の誘導率を蛍

光抗体法により細胞を染色しフローサイトメー
ター（���������	
�，日本ベクトンディッキン
ソン，東京）で測定した．
���．リンパ球増幅培養
　�����を���������	
��
比重遠心分離法に
よって分離後，洗浄し，�����培地で培養を開
始した．�����培地は�％自己血漿ならびに
����������の����を含む培養液に終濃度が�
μ��の���������	�を培養初発時のみ加えて培
養を行った．以後，細胞の増幅培養に際しては
無血清ならびに���������	�無添加の�����������
����含有����Ⅴ培地にて増幅培養を行った．
また，γδ��細胞株の培養は��％熱非働化胎児
ウシ血清含有��������	培養液により培養を
行った．γδ��細胞株のうち�����については
同培地に���������濃度の����を添加して培養
を行った．
���．表面抗原分析
　以下それぞれの��抗原に対するモノクロー
ナル抗体（����）を用いて直接あるいは間接蛍
光抗体法によって細胞を標識し，フローサイト
メーターで測定し，陽性率の算定を行った．検索
に用いた抗体を以下に示した：���（������），
���（�����），���（�������），���（���
����），����（������），�����（���β�），
������（������）（ニチレイ，東京），����
（���），����（���），�����（�����），�����
（��������），�����（���），�����（����），
�����（��������），�����（���），���αβ
（�����），���γδ（����）（日本ベクトンディッ
キンソン，東京），����（�����），����（���
���），������（������），������（����），
（ベックマンコールタージャパン，東京）．
���．細胞傷害活性測定
　ヒト白血病由来細胞株����を��������	
色
素で標識し，その細胞を標的として培養増幅した
細胞をエフェクター細胞として，エフェクター
（�）：標的（�）比をそれぞれ�：�，�：�，��：�
の比率で��穴プレートの各穴に蒔きこみ，プ
レートを湿潤箱に入れ，����で�時間静置後，色
素の放出をプレートリーダー（���������	�
������，サーモエレクトロン株式会社，横浜）
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を用いて����������の�波長で測定し，以下の
公式より��活性を求めた１８）．
　％������������＝
　　（������������－�����������	�）�
　　（�������������－�����������	�）����
���．細胞ならびに���の調製
　健常人ボランティア�名を対象とし，それぞ
れの�����を���������	�刺激，培養��日後
に細胞を回収し，��������	
	��	�（������：
東京）を用いて型どおり１９）　に���を分離����
の調製を行った．また，細胞株�株については
��％胎児ウシ血清含有の��������	培地で培
養，対数増殖期の細胞を回収し，同様に����
の調製を行った．
���．������
　増幅培養によって得られたγδ�細胞の受容
体型判定を各受容体サブタイプ特異的プライ
マーを用いて����レベルでの検出を��������
������������	
���
�	���	��������	������（���
���）により行った．プライマー配列は�������
�に示した．また，細胞が産生する各種サイトカ
インについて����レベルで測定した．それ
ぞれのサイトカインについては特異的プライ
マーの配列とともに��������に示した．
���．細胞形態観察
　サイトスピン塗抹標本をサイトスピン
（��������	
，�������，サーモエレクトロン株
式会社，横浜）で作製し，ライトーギムザによ
る染色を行い，生物顕微鏡（オリンパス，東京）
下に観察した．

 結　 果

���．薬剤の至適濃度
　培養��日目に培養増幅した細胞のγδ���お

よびγδ���保有細胞の陽性率をフローサイト
メーターで分析した．総細胞数では���������	�
の濃度が���μ�の時���×��８�と最も高かった
が，γδ����陽性細胞の比率は����の時が最も
高かった．しかし，この陽性率は�μ�の値と
の間に有意な差は見られなかった．このことか
ら�μ�を至適濃度と決定して実験に用いた
（�����　�および����　�）．
���．�����の培養
　健常人ボランティア�名についての�����
における培養前の総細胞数は����±���（���～
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����）×��６　「平均±誤差（最小値～最大値）」で
ありγδ��細胞の陽性率は���±���（���～����）
％であった．培養��日後の総細胞数は����±
���（���～����）×��８　でありγδ�細胞の陽性率
は����±���（����～����）％であった．また，培
養増殖比率は����±���（���～����）倍であっ
た（�����　�）．
���．培養増幅した細胞の表面抗原分析
　培養��日後に細胞を回収して洗浄後，各種細
胞表面抗原の発現を蛍光抗体染色法によりフ
ローサイトメーターで分析した．培養増幅した
�例におけるγδ�細胞の陽性率は����±���
（����～����）％であった．細胞表面抗原発現の

分析では���：����±���（����～����）％，���：
����±���（����～����）％，���：���±���（���～
����）％，���：����±���（����～����）％，����：
����±���（����～����）％，����：����±����
（���～����）％，����：���±���（���～����）％，
����：����±���（����～����）％，����：����±
���（����～����）％，�����：���±���（���～���）
％，������：���±���（���～���）％，������：
����±���（���～����）％，�����：����±���（����
～����）％，�����：����±���（����～����）％，
�����：���±���（���～����）％，�����：����±
���（����～����）％，������：����±����（����～
����）％であった（�������）．
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���．γδ��細胞受容体レパトアー分析
　細胞表面抗原を分析した�例の培養細胞につ
いて������によるγδ��細胞受容体サブタイ
プの分析を行った．δ鎖については�例全てに
共通して�δ�の高発現が見られた．�δ�およ
び�δ�においても�例の間において強弱の差が
見られたが明らかな発現が確認された．γ鎖に
ついては�例全てに共通して�γ�の発現が見ら
れた．同時に�δⅠならびに�δ��の発現も見ら
れたが�γ��は全て陰性であった．
　また，γδ�細胞株について同様にγδ�細
胞受容体サブタイプの分析を行ったところ，
�γ��δ�の発現は�例中�����ならびに
��������の�例においてのみ陽性が確認され
たが����，�����ならびに�������の�例
においては陰性であった（����　�）．
���．サイトカイン����の発現
　培養増幅細胞は全例において����γ，����，
��������ならびに��������の����レベルで
の発現が確認された．とりわけ����において
は�例に共通して高発現していた．������にお

いては低発現ながらも全例が陽性と判断された．
�����においては�例目と�例目で発現が見られ
たが�例目では高発現していたものの�例目で
は低発現であった．また，同時に用いたγδ��
細胞株において同様のサイトカイン����の
発現を解析したが，�γ��δ�陽性の細胞株であ
る�����ならびに��������において�例の
培養増幅細胞と同様に����γと�����の高発現
が見られた．��������は低発現ながらも全例が
陽性であった．また，�����については�����
���のみ低発現していた（����　�）．
���．細胞傷害活性測定
　����ならびに�����細胞をそれぞれ標的細
胞として�例の増幅培養細胞の細胞傷害活性解
析を行った．それぞれ�：�比を�：�，�：�お
よび��：�として検討を行った．����細胞に
対する細胞傷害活性は�：�比��：�の時����
±����（����～����）％，同様に�����細胞に対し
ては����±���（����～����）％であった（������）．
　次に代表的な�例の増幅培養細胞を用いて多
発性骨髄腫細胞株に対する細胞傷害活性につい

γδ�細胞の増幅培養とその細胞特性 ���

����　��　����������	
����
��γδ�����������	
����
　　　　���������γδ�����������	�γδ��������������	�
�������
�����
�����������

������������	�
��
�
�������������������������γδ��������������	
�����
������
����������	�γδ��������������	�
�����
����������������������	��
������
�
��
��������	
���
�����������������������������



て検討を行った．�：�比を��：�とした時，
�������細胞に対しては����％，�������細胞
に対しては����％，���������に対しては
����％，�����細胞に対しては����％，および
����細胞に対しては����％の細胞傷害活性が
見られた．急性リンパ性白血病由来������
細胞に対しても����％の細胞傷害活性が見られ

た．対照として�����株に対する細胞傷害活
性を測定したが，その活性は���～����％であっ
た．���細胞は������と同一個体に由来する
����であり，����は������のそれぞれ同一
個体に由来する����であるが，増幅培養細胞
は同一個体であっても腫瘍細胞由来の細胞株に
対しては細胞傷害活性を示したが，腫瘍に由来
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しない����には細胞傷害活性は見られなかっ
た（������）．

 考　 察

　末梢血のγδ�細胞はその機能をはじめとす
る細胞特性分析において実験に必要な細胞数を
確保することが困難であることから未だ明らか
でない部分が多い．われわれはγδ�細胞の機
能ならびに細胞表面抗原の発現様式を明らかに
すべく，健常人末梢血より得た単核球を用いて
������������	
系薬剤で細胞の刺激を行い，増
幅培養を行った．本薬剤によるγδ�細胞の増
幅培養法は既に報告１）４）５）　されているが増幅培養
された細胞のとりわけ表面抗原発現様式の解析
は不明な部分が多い．従って本研究では増幅培
養したγδ�細胞を用いて細胞機能および細胞
表面抗原発現様式の解析を行った．
　������������	
系薬剤である���������	�で
の刺激によるγδ��細胞の培養増幅の普遍性と
培養増幅率の検討を行ったところ培養増幅率は
���～����倍と個体による増幅率の差が見られ
たが，培養増幅後のγδ��細胞の含有率は����

±����％と高率であった．
　������������	
系薬剤によって増幅が誘導さ
れる細胞は�γ��δ�����を保有したγδ�細胞
であると報告２）　されているが，今回のわれわれ
の検討では�γ��δ����������の高発現が見
られたものの，同時に低発現ながらも�γⅠ，
�γ��，�δ�，�δ�のそれぞれの����発現が
確認された．蛋白レベルでの検索は今後の検討
課題ではあるが，このことは，培養増幅された
細胞集団は依然として多クローン性増殖であり，
クローンレベルでの解析には細胞のクローニン
グが必要であると考えられる．������による
���解析において培養増幅したγδ�細胞は全
例において�γ��δ�の発現が見られたが，γδ�
細胞株では��������と�����の�株におい
て同一の��������の発現が見られたものの他
の����，�����ならびに�������の�株で
は�γ��δ�の発現は見られなかった．�γ��δ�
陽性の��������細胞株は���������	�刺激に
より����依存的に培養樹立された������陽性
の成熟γδ�細胞株であり，�����は副鼻腔原
発の成熟γδ�細胞性悪性リンパ腫由来細胞株
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で，���������	�非存在下に����依存的に培養
樹立された細胞株で，両者共に成熟�細胞であ
る．一方，����，�����ならびに�������
はいずれも白血病由来の未熟γδ�細胞株で，
それぞれ����非依存的に培養樹立されたもの
である．���������	�刺激に�γ��δ�発現型�
細胞が反応して培養増幅されることにより，
��������は樹立されたものと考えられるが，
�����の培養には���������	�は使用されてい
ない．両細胞株は健常人末梢血より培養増幅さ
れたγδ�細胞と共通の�γ��δ�����を発現し，
また，後述の��関連抗原をも発現しているこ
とから細胞株として実験に有用な材料となり得
るものと考えられる．
　��名中�名の�����について培養増幅した
γδ�細胞の細胞表面抗原の検索を行ったとこ
ろ，γδ���の陽性率は����～����％，γδ���
の陽性率は���～����％であった．これらの細
胞は���，���，���，���，�����などの�
細胞関連抗原に加えて����，����，����，
������，�����，�����などの��細胞関連抗
原を著明に発現しており，血液学的な���細
胞の表面抗原発現型であった．
　������ら１９）２０）２１）　は白血病・悪性リンパ腫由来
の��ならびに���細胞株を用いて細胞表面
抗原発現様式の解析を報告しているが，���細
胞株の���は主としてγδ型であり，多様な��
関連抗原を発現している．しかし，白血病由来
のγδ�細胞株には��関連抗原は発現されて
いない．同様に上述の�����および�����
���の両者の成熟型γδ�細胞株においては，
��細胞関連抗原の発現が見られた．これらの
結果から成熟型γδ�細胞において��関連抗
原は普遍的に発現しているものと考えられる．
未熟γδ�細胞株に細胞傷害活性を誘導する目
的 で�������ら２２）　は����������	�
���
���������
����������で細胞を刺激して活性を誘導できた
ことを報告しているが，このことはγδ�細胞
は���の発現型によらず分化成熟することに
よって細胞傷害活性を発揮することができるよ
うになる可能性を示唆している．
　今回培養増幅した細胞は多様な��細胞関連

抗原を発現していることから細胞傷害活性につ
いて解析を行った．��細胞活性の測定に標的
細胞として使用される慢性骨髄性白血病細胞株
�����および���������	
抗原欠損悪性リンパ腫
細胞株�����を用いて細胞傷害活性２３）　を解析し
た．培養増幅した細胞は����細胞ならびに
�����細胞に対して著明な細胞傷害活性を示し
た．つぎに，γδ�細胞が多発性骨髄腫細胞に
対して細胞傷害活性を持つとする報告５）　がある
ことから，同様に多発性骨髄腫細胞に対する細
胞傷害活性の解析を行った．����，������，
������，������，���������および�����の
�種類の多発性骨髄腫細胞株ならびに急性リン
パ性白血病細胞株������を標的とした．加
えて������と同一個体に由来の���，�����
�と同一個体に由来する����を含む計�種類の
それぞれ“正常”�細胞株，（いずれも��������
����ウイルス感染�リンパ芽球様細胞）を標的
細胞とした．培養増幅した細胞の多発性骨髄腫
細胞に対する細胞傷害活性は������，�����
�，������，���������，�����に対して����
～����％の細胞傷害活性を示した．�����に対
しては����％であった．�������細胞に対して
も����％の細胞傷害活性がみられた．しかし，
�種類の“正常”�細胞株については���～����％
とその細胞傷害活性は低い値であった．�種類
の多発性骨髄腫細胞のうち，�����細胞に対し
て活性が低かったのは����における����抗
原の発現が低いために細胞接着が阻害されるの
が要因であるとする������ら２４）　の報告がある．
従ってγδ�細胞の細胞傷害活性機構には細胞
接着が関わっていると考えられる．
　また，������および������のいずれも腫
瘍細胞に対して培養増幅γδ�細胞は旺盛な細
胞傷害活性を示したが，これら腫瘍細胞と同一
個体に由来する“正常”�細胞株，それぞれ���
および����に対しては細胞傷害活性は見られ
なかった．同様にその他の����についても細
胞傷害活性はみられなかった．このことは
����がいずれも��ウイルスに感染しており，
��ウイルス関連の�����タンパクによる阻害
が関与していることが考えられる２５）２６）．
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　しかしながら，今回培養増幅したγδ�細胞
は��細胞と同様に関連の複数の��受容体を
発現し，旺盛な細胞傷害活性を示した．このこ
とは本細胞を用いたがん免疫細胞療法における
エフェクター細胞としての臨床応用への可能性
を示唆するものである．また，本法は，γδ�
細胞の細胞特性分析を行う上でも有用な細胞増
殖法であると考えられる．

 結　 語

　������������	
系薬剤である���������	�を
用いることによりヒト末梢血中のγδ�細胞を効
率よく培養増幅できた．増幅率は����±���倍
であった．培養増幅したγδ�細胞は�γ��δ��

主体の���を発現していたが同時に��細胞関
連抗原をも発現しており��様�細胞の特徴を
有していた．また，これらの細胞は機能的にも
旺盛な細胞傷害活性を有しており，��細胞と
の類似性が見られた．特に，多発性骨髄腫由来
細胞株を用いた細胞傷害試験では腫瘍細胞に特
異的傷害活性を示したが，同一個体に由来する
“正常”�細胞株には傷害活性は見られなかっ
た．これらのことから本薬剤を用いて培養増幅
したγδ�細胞はがん免疫細胞療法に有用なエ
フェクター細胞として臨床応用の可能性が考え
られた．また，γδ�細胞は細胞数が少数であ
ることから，細胞の解析が困難であったが本法
はその細胞解析にも有用であると考えられた．
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γδ�細胞の増幅培養とその細胞特性 ���

文　　　　　献



�������������	
���

�
�����������������������	
�

�����������	�
�����
�����������
����������������

���������	��
���	�������
��
��
���������������	�

������������	
���

��）��������	�
��
������	������������	�����������
����������	�
��
���
	���
���
�����������������	
����

�����������	
�����		�	
�����������
����（�����）
（�������）����������	�δ�λ����������	
���
���	��
���������	�
����
�������������������

��）���������	
�������
�
�	����	
�������������
���������	
��
����

���
����	�
��
��������������	�
	��

������������	
	���
����

�����

������������������	�

�����������	��
���（�����）������������	
����
�����
���������	���
�������

��）���������	�
�����
���	���
��������������������	�
���������	
����
������
�������

�������������

（���）���������	
����

���（���）�������������	
�����
���
����������	
��	��
�
�����������������������������	�

��）��������	
��������

���������
������������������
���������	
�	
�
������	��	
�����	��	����������	���
��

�

���������	�	������
�����
��������������������	���
�

��������	
	���
���
������

��）���������	
��
������
�����
�����	��������������
��������	�
���
�����（�������������	���		�
）�����
��������	
�����
��������
��	��
�	
�
������������	��

������������	�
������
�����������������������	
����

��������������	�
��

��）��������	�
��
������	������������	�����������
���������	�
���
������
������������
����������		
���
��

�������������	�
����	�
�����	�����������������	���
�����

��������������	������
�������
�����������������	

���

��������	�

��）��������	�
��
�������������������������������		�
����������	���
�����
���
��������������������������	
�����

��������������	��
�����

��
�����	�����������		
��

���������	��

��）������　��　�������　���　��������	�
���
����
��　���������　��　���������	
���

����������
������
������������������	
���
	��

����
�
�	���	����������

��������������������	
��

	��
������
���������������

��������������	
������
����������������	���������

��������	�
���
��	�
�����	�
����γδ����������	��
�������������	

�������
���������	��������������

���������	�
�����
	������������	��������������	�
��

����������	
���
������
��������
������������Ⅶ���������
���������	
������

������
���
�����
����������

��）��������	
��������

����������
����������
����������	�
�����
���	�����������������������	�
���

�������������	
�
�����
���
�������
�����������	
��

���������	
��
���
���������������
�����������	�
��
��

���������	�

��）���������	
�
��
���
��
��������
�������������	
�����
���������	

��	�����
�
	����������	�����������	�
��

�����������	
������

���������
�����������������	
�

�����������	�
������
���
����
�����������������	�
�

�����������	�
������
��
������������������������	
���

�����������	
���
���		�����
�����������������	�
�

���������		
���

��������
	��

��）��������	�
��������
	�������	����������������	�
��
��������	
�	��
���	��	���������	��	�����������

��������	
�	���
���
������������
�������������

�����������	�

�����
���������������������������	�
��

�����������	
��	������	
�
�����	������������	
�

����������������	
�����
�������
���������������	
�

���������	�
���
�
�

��）��������	�
���
�����	��������
���	������������	�
��������	
�	�
��
	��	��������	��	�������������	��
��

���������	
�����
��������
��������������������	

�
��

����������（�������）��������	
��
���


�
�	��������	�
����������	�
�������
�����������
��
�����������	
�����

����������	�
���
���������������������

��）�����������	
�������
����
����������������
��������������	��
�������
����������（���）���������
����������	
�����
���
���（�����）������������
��������	�
���
��������������	��������������������

��������		
��
�����������������

�����������������

�����

��� 辻　村　貴　弘　ほか


