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総　括　研　究　報　告

【研究目的】

当研究班は「遺伝子性筋疾患の根本治療への基盤研

究（10公一1）」の成果を受けて，原因遺伝子の追求と病

態解明が進んでいる遺伝子性筋疾患に対して，根治的

な治療法を確立するために，設立された．当研究班の

研究目標を以下に示す．

1．遺伝性筋疾患に対する遺伝子治療を確立する

2．骨髄および骨格筋そのものから骨格筋細胞系語の幹

細胞を得て，効率の高い移植法を確立する

3．分子病態の解明を前提とした新たな発想に基づく治

療のための方法論を開発する

4．治療法を臨床に応用するために，筋ジストロフィー

犬を中心としたモデル動物を開発する

5．遺伝子医療に関する社会医学的研究

以上の目標を達成するために，（10公一1）の構成班員

を中心として，全国から優れた研究戦略を持つ研究者

を選抜し，総員24名の班員構成とした．3年間の特筆

すべき研究成果として，マウスモデルに対して遺伝子

治療の方法が確立したことと，筋ジストロフィーの新

たなモデル動物として筋ジストロフィー犬のコロニー

を確立し，同大の飼育・実験施設を立ち上げたことが

特記される．

【研究組織】

主任研究者

武田　伸一　国立精神・神経センター

分担研究者

井上　正康　大阪市立大学大学院

遠藤　仁司　自治医科大学医学部

澤
　
谷
　
田

小
　
月
　
金

菊池

木村

也
　
宣
　
史
　
桟
　
美

敬
　
久
　
安
　
建
　
重

自治医科大学医学部

他日本筋ジストロフィー協会

大阪大学大学院医学系研究科

国立精神・神経センター（13年度）

熊本大学大学院医学薬学研究部

後藤　雄一　国立精神・神経センター

斎藤（小原）探美子　東京医科歯科大学（13年度）

笹岡　俊邦　岡崎国立共同研究機構基碇生物学研究所

鈴木　　聡　日本医科大学医学部ト14年度）

関口　正幸　国立精神・神経センター

高橋　明男　国立精神・神経センター
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主任研究者　武　田　伸　一

谷岡　功邦　㈲実験動物中央研究所

塚原　俊文　北陸先端科学技術大学院大学

辻野　精一　国立精神・神経センター

角田　幸雄　近畿大学農学部

鍋島　陽一　京都大学大学院医学系研究科

西川　元也　京都大学大学院薬学研究科（15年度）

橋本　有弘　三菱化学生命科学研究所

原　　孝彦　東京都臨床医学総合研究所

日置　恭司　㈲実験動物中央研究所

福田　恵一　慶応義塾大学農学部

平家　俊男　京都大学大学院医学系研究科（14年度～）

北棟　浩彦　国立精神・神経センター（15年度）

三好　浩之　理化学研究所筑波研究所（14年度）

山元　　弘　大阪大学大学院薬学研究科

【研究成果】

1．遺伝性筋疾患に対する遺伝子治療法の確立

ジストロフィン欠損による筋ジストロフィー及びacid

maltase欠損症などの代謝性筋疾患を主たる対象として，

アデノウイルスベクター，アデノ随伴ウイルス（AAV）

ベクター等を用いた研究及びウイルスベクターを用い

ないplas血dあるいはRNAiによる研究が行われた．（武

田，小澤，金田，鈴木，辻野，西川，北修）

a）AAVベクターを用いた筋ジストロフィーの遺伝子治

療法の開発

AAVベクターは抗原性が低く，骨格筋における長期

間安定した発現が期待されている．しかし，導入遺伝

子の長さ制限があるため，第一年度の研究でtransgenic

mouseの手法を用いて，小型でしかも充分な機能を持つ

micro－dystrophin遺伝子の開発研究が行われた．第二年

度には，AAVベクターによる遺伝子導入に伴う免疫応

答がubiquitousなCMVプロモーターではなく，骨格筋

特異的なMCKプロモーターを利用することによって軽

減することを明らかにした．第三年度には，筋ジスト

ロフィーの表現型を改善する能力を持つCSlmicro－

dystrophinを組み換えたAA隼MCK－ACSlを作製し，mdr

マウス骨格筋に導入したところ，24週に及ぶmicro－

dystrophinの発現が確認された．しかも，筋ジストロフ

ィーの症状が既に発症している5過齢のマウス骨格筋

に導入した場合でも，ジストロフィンの陽性線経では



中心核線経の比率が低下し，単位面積当たりの張力も

増加していた．さらに，興味深いことには，筋ジスト

ロフィーの症状が発症する以前の10日齢マウス骨格筋

に導入した場合には，micro－dystrophinの陽性線経の比

率は20％以下であるにもかかわらず，筋張力の正常化

が観察され，その背景として，micro－dystrophin陽性線

経の選択的肥大が検出された．さらに，Beagle種の筋

ジストロフィー犬のコロニーを確立した国立精神・神

経センターの中型実験動物研究施設において，筋ジス

トロフィー犬骨格筋に対してAAVベクター遺伝子導入

を行ったが，筋ジス犬あるいはその正常対照犬骨格筋

に導入した場合でも，過剰な免疫応答が誘導され，導

入遺伝子産物の発現が短期間に留まることが判明した．

イヌ骨格筋から準備した初代骨格筋培養細胞に対しては，

AAVベクターの感染性はむしろ高い結果を得た．イヌ

骨格筋への導入でも免疫抑制剤の使用により，不完全

ながら，免疫応答が抑制され，導入遺伝子産物の長期

間発現が観察された．しかし，AAVベクターを用いた

方法論をヒトに対して応用するためには，免疫応答現

象の背景の解明とその抑制法の確立が求められている．

b）AAVベクターの新たな血清型の開発

AAVベクターについては，血清型により組織におけ

る遺伝子導入発現効率が異なることが知られていた．

そこで，5種の血清型AAVl－，AAV2－，AAV3－，AjN－4，

AAV5－を用いてLacZ遺伝子をサル骨格筋へ導入した結

果，AAV1－LacZ及びAAV5－LacZの発現効率が高いこと

が明瞭になった．一方，平成15年度の班会議に特別講

演して頂いた米国ワシントン大学のチェンバーライン

教授は，AAV6ベクターを用いるとマウスの尾静脈経由

で全身の骨格筋と心筋に対する遺伝子導入が可能との

驚くべき結果を発表された．今後dystrophin，Acid

maltase等疾患モデルに対する治療用遺伝子に応用され

ることが期待される．

2．幹紐胞を用いた移植治療法の開発

骨格筋は強い再生能力を持つ器官である．再生能力

の源泉は，これまで基底膜と筋形質膜にはさまれて存

在する筋衛星細胞のみに求められていた．ところが，

筋衛星細胞を培養して筋ジストロフィー（DMD）患児

に移植を行っても，その効果は明瞭でなかった．そこ

で骨髄等に存在する筋細胞系譜の幹細胞が注目される

ようになった．筋ジストロフィー等の遺伝性筋疾患に

対して幹細胞移植を用いる最大の利点は，経静脈的投

与により，全身の骨格筋に効果が期待できることにある．

（木村，橋本，福田，山元，武田，平家，三好）
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a）骨髄SP細胞の筋細胞への分化

幹細胞移植を用いた遺伝性筋疾患に対する治療法の

限界の一つは，その効率が低いことにある．そこで，

幹細胞を濃縮する方法として骨髄細胞からHoechst dye

とセルソーターを用いてSP分画を得た．sp細胞は放射

線を照射したm血マウスに移植すると，骨格筋に分化

すると共に，造血系を再構築することが判明している．

SP細胞を単独でh vitroで培養しても，筋細胞に分化さ

せることができなかった．ところが，SP細胞を単一筋

線維培養法を用いて筋衛星細胞と共に共培養すると筋

細胞に分化させることができた．注目されることとして，

造血能力のある骨髄や胎児肝のSP細胞は，共培養系で

筋細胞に分化することができたが，骨髄の非SP細胞分

画や，造血能力のない新生児肝細胞は，筋細胞への分

化能力を持たなかった．一方で，骨髄SP細胞であれば，

血球系であっても，非血球系であっても，筋細胞に分

化することが観察された．筋細胞に分化しうる細胞は

共通した細胞表面の性質を有すると考えられるが，さ

らに分子機構の研究を進めることで幹細胞が筋細胞に

分化する効率を高める方策を見出すことが期待される．

b）骨格筋衛星細胞

筋衛星細胞と筋再生の関連はよく知られているが，

これまで筋衛星細胞にはよい分子マーカーがなかった．

そこで山元班員は，静止期筋衛星細胞のみを認識する

モノクロナール抗体のを得るべく，研究を開始した．

その結果得られた抗体の一つ2C／6は，ほぼ静止期の筋

衛星細胞のみを認識していた．そこで次に同抗体とセ

ルソータを用いて筋衛星細胞のみを集め，DNAchipを

用いたexpressionpro丘kの検討を行っている．

3．分子病態に基づく治療法の開発

分子遺伝子の発展は，多くの疾患の遺伝学的な背景

を明らかにしたが，これらの原因遺伝子産物の機能を

前提とした分子病態研究は従来とは異なる発想の治療

研究を可能にしている．（後藤，関口，井上，遠藤，原，

塚原）

a）筋ジストロフィー細胞株における遺伝子発現

遺伝性筋疾患の病態を解明するために，ジストロフ

ィンを欠損する筋細胞株（肌血－Sm）と正常（BlO－Sm）

に加えて，Duchenne型あるいはBecker型と診断された

患者は検筋からも細胞株を樹立した．両者を詳細に比

較検討したところ，mdk筋及びDMD／BMD筋で共通し

て発現低下している未知の遺伝子（分泌性セリンプロ

テアーゼ様分子）と肌血筋でのみ発現増加している9

種類の遺伝子（Thymosinβ4，Osteopontin，PC3など）が

見出された．



b）ヒト筋cDNAマイクロアレイの開発

筋ジストロフィーに関しては，細胞膜，基底膜関連

のタンパク質の他，核膜関連タンパク質，細胞質に存

在する酵素群，糖鎖修飾タンパク質など多岐にわたる

分子が関与している．そこで筋ジストロフィーに共通

する病態像及び個々の病型を特徴付ける病態像を明ら

かにするために，ヒト筋cDNAマイクロアレイの開発

を行った．これまでにヒト骨格筋に発現する3，500種類

の遺伝子発現を解析することが可能になった．6例の

DMD生検筋を分析した結果では，壊死変化の増加ある

いは重症例ないし，軽症例であるのかによって，遺伝

子発現のプロファイリングが異なることが判明した．

すなわち，患者生検筋を用いた分子病理的研究が可能

になったといえる．

C）ジストロフィン欠損による中枢神経障害

ジストロフィン欠損によるDuchenne型筋ジストロフ

ィーでは，約50％の例で知能低下を認めることはよく

知られているが，基質的な病変は認められず，その分

子病態は明らかでない．関口班員は，J血マウスをモデ

ルとして研究を行い，同マウスをモデルとして研究を

行い，同マウスは学習・記憶機構に障害はなく，運動

性も保たれていたが，情動行動に異常があることを初

めて明らかにした．

4．筋ジス犬を中心とした新たなモデル動物の開発

筋ジストロフィーを中心とする遺伝性筋疾患では，

分子遺伝学の進歩により明らかにされた原因遺伝子に

ついてはノックアウトマウスの作製もほぼ出そろって

いる．しかし，それらはembryoniclethalであったり，

軽症であるために必ずしも病態・治療モデルとして適

切ではない．そこで，核移植技術，RNAiなど新たな方

法論の下にモデル動物を開発する必要がある．特に，

ジストロフィン欠損のm血マウスに対して重症で進行

性の経過を辿る筋ジストロフィー犬を中心とした開発

研究を行った．（笹岡，高橋，谷岡，角田，鍋島，日置）

a）筋ジストロフィー犬

平成13年11月から，国立精神・神経センター内に設

立された中型実験動物研究施設において，筋ジス犬の

飼育が開始され，同14年6月からは，同施設内での繁

殖も開始された．特に同15年6月から，人工授精によ

る繁殖が可能になったことから，Beagle犬をbaseにし

た筋ジストロフィー犬のcolonyは確立したと考えている．

筋ジス犬は骨格筋障害を呈することはもちろんであるが，

早期から心電図上Ⅱ，Ⅲ，aVf誘導の深いq波を呈し，

しかも8－10ケ月齢を中心に突然死が観察された．

DDMDの療育においても，人工呼吸器の発達により呼

－7－

吸不全死が減少し，心不全死が増加していることから，

筋ジス犬の心筋障害の分子病態を解明し，新たな治療

法を開発することが期待される．そこで，筋ジストロ

フィー犬の心臓について継続的な病理学的検討を行った．

その結果，心電図変化に見合う左室の線維化は観察さ

れず，4ケ月齢から刺激伝導系であるPurkinje線経の選

択的空胞変性が検出された．電子顕微鏡を用いた超薄

切片の検討では，空胞に一致した膜構造は観察されず，

断裂したmyofibrilと変性したmitochondriaが検出され

たことから，空胞はmyo丘ilの崩壊を反映していると考

えた．さらに筋ジス犬のmrki可e線経には全長型のジス

トロフィンの発現は欠くが，C型の分子種が検出された．

そこで，microdissection法を用いて，息犬のPurkinje線

維のみを集積し，Ⅵ屯stemblot法を用いて検討したところ，

同Purkinje線維のみにDp71が検出された．同Purkinje

線椎の膜でLl－Calpainの発現増加を認めたことと考え併

せると，Dp71の発現が膜でのCa－Channelの活性化を引

き起こし，それがp－Calpainの膜へのtranSlacationを引き

起こしている可能性がある．今後，ジストロフイ‾ンの

欠損がなぜ叫e線経の選択的障害を引き起こすのか，

また，Purkinje線経の障害により，どのような電気的異

常を生ずるのか，検討することが重要である．

b）核移植技術の応用

マウスES細胞から安定してマウス個体を作出するた

め核移植技術の確立を試みた．ES細胞由来の核移植を

行った場合，桑実胚，胚盤胞への発生率，着床率は比

較的高いが，産子数は少なく，しかも出生後すぐに死

亡する傾向にあった．

5．遺伝子医療に関する社会医学的研究（月谷）

日本筋ジストロフィー協会を中心として，筋ジスト

ロフィー患者，家族に対する広範なアンケート調査が

行われた．今年度はその結果を詳細に解析したが，筋

ジス患者家族の79％は，自分たちの病気が遺伝子の変

異によるものであり，71．2％は遺伝子診断ができること

を知っていた．しかし，実験段階でも遺伝子治療を受

けたいと思う人は21．0％に留まっており，受けたくな

いと回答した23．7％を下回っていた．
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AAVベクターを用いた骨格筋への遺伝子導入法
並びにAAVベクター作製法に関する検討

小　澤　敬　也■

研究協力者　水上　浩好，卜部　匡訂，岡田　尚ピ，松下　耳，久米　晃軒

【緒　言】

アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターは非病原性ウイ

ルスに由来することから安全性が高く，しかも骨格筋・

心筋への遺伝子導入効率に優れているなど，現時点で

の遺伝子導入法としてははは理想的な性質を備えている．

本研究ではAAVベクターを用いる方法の実用化を念頭

に置き，筋細胞への遺伝子導入法において利用するベ

クターキャブシドの血清型・プロモーター・エンハン

サーなどにつき好適な条件を探索すると共に，動物個

体レベルにおける導入遺伝子の長期的な発現及び宿主

側の反応に関して検討を加えた．一方，ベクター産生

糸に関する進歩としては，従来行ってきたパッケージ

ング細胞株に関して引き続き検討を行うと共に，全く

新しい方法としてバキュロウイルスを用いる作製法を

開発し，需要が増大している各血清型ベクターの効率

よい産生に向けて原型である2型のシステムを改変した．

【方　法】

1）血清型に関する検討

AAVの1型から5型までのベクター作製システムに

関しては，供与を受ける，もしくは2型ベクターの作

製システムを本研究室において改変するなどによって

準備した（表1）1■）．各血清型のキャブシドによる効果

を比較する目的で，CMVプロモーターを用いてβ－ガラ

クトシダーゼ（β一Gal），マウスエリスロポエチン（Epo）

及びヒト型凝固第Ⅸ因子を発現するAAVベクターを各々

構築・作製した．AAV－LacZ及びAAV－Epo筋注群では

4週齢のC5乃U6Jマウスを用い，前脛骨筋にlX1011ゲ

ノムコピー相当のベクターを注入した．AAV－LacZ筋注

群については，注入2週間後に当該筋組織を摘出し，

組織標本におけるⅩ－Gal染色及び筋組織におけるβ一Gal

活性の測定を行った．また，AAV－Epo筋注群では2週

間毎に採血し，血中Epo濃度及び血液学的指標を追跡

した．

ヒト型凝固第Ⅸ因子を搭載したベクター（AAV一m）

は4週齢のSCIDマウスを用いて前脛骨筋にl xlOllゲ

ノムコピー相当のベクターを注入し，長期にわたる発

現と骨格筋に与える影響につき評価した．なお，動物

実験計画は自治医大動物実験指針規定などに沿って動

物倫理面を含めて審議され，承認を受けている．

AAVの血清型一覧

発見
ベクター

開発

2 型 との

相同性
由来 レセプター 主な標 的組織

1 型 1 965 19 99 中等度 サル 不 明 骨格筋 、その他

2 型 1 966 19 82 ヒ ト †‾、 神経
へJ 7 ノ硫酸

3 型 1 966 19 96 高 い ヒ ト 不明 神 経

4 型 1 966 19 97 低 い サル Sialic aCid

d2 ・3 （0 ）
脳室上 衣

5 型 1 984 19 99 低 い ヒ ト P DG F

receptor
気 道上 皮、神経

6 型 1 998 19 99 中等度
A AV－1

十
A AV －2

不明 A AV －1 と酷似

7 型 20 02 2 0 02 中等度 サル 不明 骨格 筋

8 型 20 02 2 0 02 中等度 サル 不明 肝層

表1
これまでに報告されたAAVの各血清型につき主な知見を抜粋
した．各々の血清型のレセプター及び組織特異性に関して情
報が集積しつつある．

2）ベクター作製システムに関する改良

パッケージング細胞株の樹立では，従来用いてきた

Cre－loxPシステムを更に改良し，それぞれ独立して発現

制御が可能である野生型及び変異型のloxPシステムを

用いて，AAVのcap遺伝子及びrep遺伝子の発現誘導可

能なプラスミドを構築した5）．これら2種類のプラスミ

ドを293細胞にトランスフェクションし，クローンを

選択した．これらのクローンは増幅した後，10cmディ

ッシュを用いてパッケージング能力を検討した．検討

に際しては，LacZ発現プラスミドをトランスフェクシ

ヨンした上でCre発現アデノウイルスベクターを感染さ

せることで，LacZ遺伝子を搭載した　AAVベクターを

産生させ，ベクター産生量についてはDNAドットプロ

ット法を用いて定量した．

また，バキュロウイルスを用いるAAVベクター作製

法としては，2型のベクターを作製するシステムを土

台とし6），特に需要の多い1型及び5型のベクター作製

＊自治医科大学医学部分子病態治療研究センター遺伝子治療研究部
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システムに関する基礎検討を行った．即ち，既に作製

済みのAAV2のRep，VPをそれぞれ発現する組換えバ

キュロウイルスbacRep2，bacVP2，2型ITRの間に

GFP遺伝子を組み込んだbacGFP2以外に，AAVlのVP

を発現するbacVPl，また，AAV5のRep，VPをそれぞ

れ発現するbacRep5，bacVP5，ならびに5型ITRの間に

GFP遺伝子を挿入したbacGFP5を作製した．AAVlを

作製するにはbacGFP2，bacRep2，bacVPlを，AAV5を

作製するにはbacGFP5，bacRep5，bacVP5を組み合わせ，

それらを浮遊培養系の昆虫細胞に感染させた．回収し

たAAVベクターはセシウム密度勾配超遠心法により精

製濃縮した．また，293細胞を用いた従来法で作製した

AAVベクターと，遺伝子導入効率の比較検討を行った．

【結　果】

LacZ遺伝子発現効率とAAVの血清型との関係を比較

検討したところ，筋標本のⅩ－Gal染色では，1型及び

5型において最大の発現が認められ，2・3・4型で

AAV－l AAV－2　　　　　　AAV－3

図l　各血清型AAVベクターを用いた筋肉へのLacZ遺伝子導
入：X－Gal染色

4週齢のC57BL／6Jマウス前脛骨筋に脚当たり3Ⅹ1010ゲノム
コピー相当のベクターを注入し，2週間後に当該筋組織を摘出，
組織標本でⅩ－Gal染色を行った．
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図2　各血清型AAVベクターを用いた筋肉へのLacZ遺伝子導
入：β－GaI活性

図1で用いた筋組織と同様の標本におけるβ－Gal活性の測定結果．
ベクターと同時に注入した色素の分布から注入の中心部付近を選
定し，脚当たり3箇所の標本を用いて比較を行った．X－Gal染色で
得られた視覚的印象と良く相関する結果が得られた．
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は従来の2型における結果とほぼ同等の発現を示した（図

1）．β－Gd活性の測定結果も同様の成績を示した（図2）．

いずれの筋標本においても明らかな組織障害像や細胞

浸潤などは認められなかった．

Epo発現とAAVの血清型との比較検討では，血中の

Epo濃度は1型が最も高く，5型がこれに次ぎ，残りは

いずれも2型と同程度であった（図3）．血液学的指標

についてはいずれの群においても著明な赤血球増加が

引き起こされ，群間の統計学的有意差は認められなか

った．また4ケ月までの観察期間中，いずれの血清型

のベクターを用いた場合にも血清Epo濃度及び血液学

的指標は高値を持続した．

（
一
己
＼
n
H
E
）
J
u
O
U
O
d
H

Pre　　2　　　4　　　6　　　8　　10　12　14　16

WeeksafterinJeCtion

図3　各血清型由来AAVベクターを用いた筋肉へのEpo遺伝
子導入

4週齢のC57BL／6Jマウスの左右前脛骨筋に対して脚当たり3
xlOlOゲノムコピー相当のベクターを注入し，Epo血中濃度を
長期にわたり観察した．

SCIDマウスにおける各血清型の比較においても1型

を用いた場合が最良であり，第Ⅸ因子では200mg／mlに

達する血中濃度が得られ，5型ではおよそ10ng／mlレ

ベルでこれに次ぎ，その他の血清型の場合には更に低

かった．また，いずれの場合にも投与後10週間の観察

期間にわたってほぼ一定の血中濃度を保っていた．1

型を用いた場合につき1年間追跡したが，第Ⅸ因子の

血中濃度はほぼ同じレベルで推移した．また，1年後

の骨格筋を解析したが，組織障害などは認められず，

免疫染色においても導入遺伝子の発現が確認された．

パッケージング細胞株の樹立に向けた検討では，選

別したクローンの中からAAVベクターの産生効率が良

好なものが見出された．最高のものでは10cmディッシ

ュあたり2．0Ⅹ1010のベクター産生が観察された（図4）．

4週間後の検討によってもこの産生量はそれほど低下せ

ず，このクローンは比較的安定した産生株になってい

るものと考えられた．また，バキュロウイルスを用い

た検討では，AAVl及びAAV5由来のベクター産生

効率は，AAV2ベクターの場合とほぼ同様に100mlの

培養で1013ゲノムコピーに相当するベクターが産生可能

であった．293細胞，Cos細胞，骨格筋などへの遺伝子



導入効率については，昆虫細胞で作製したAAVベクタ

ーと従来法で作製したものの間で特に違いは認められ

なかった．

PSNSRep r惑→藍S

＋Cre盲し＿→

cpBPCap　己卜‰

＋Cre→：

「患▼　こ
Cap pA

PSNSRep　－　＋　＋

Cre　　　一　一　＋

CPBI℃ap　－　＋　＋

Cre　　一　一　＋

Rep78

Rep6S

Rep52

Rep10

Maximumvectorproductionrate＝2．OxlOlOvg／10cmdish

図4　AAVベクターパッケージング細胞株の樹立に向けた戦
略

Cap発現プラスミド（CPBPCap）においては，そのままでは
CAGプロモーターによりブラストサイジン耐性遺伝子が発現
する．そこにCreリコンビナーゼを作用させると，2カ所の
loxP間の配列が失われ，CAGプロモーターがcap遺伝子を発
現させるようになる．一方，Rep発現プラスミド（PSNSRep）
においては，未処置時にはp5プロモーターによりneo耐性遺
伝子が発現するが，Creリコンビナーゼの作用によりloxS（変
異loxP）間の配列が外れ，Repが発現するに至る．両者のプ
ラスミドを安定して保持する細胞株を選択することで，効率
の良いAAVベクターパッケージング細胞株が樹立された．

【考　察】

骨格筋を標的としてLacZ，エリスロポエチン及び凝

固第Ⅸ因子遺伝子を導入し，血清型の比較を行った．

その結果，いずれの遺伝子を用いた場合にも1型に由

来するキャブシドを用いることで他を大きく凌駕する

効果が得られた．LacZ遺伝子を用いた場合には5型を

用いても高い効果が得られたが，β－Galは筋組織内に蓄

積すること，1型と5型のいずれの場合にも組織が強

度に青染していることから酵素活性が飽和しているた

めに違いが出にくかったものと考えられる．一方，エ

リスロポエチン及び凝固第Ⅸ因子を用いた場合にはほ

ぼ同様の傾向が認められ，血中への分泌などに関して

は問題がなかったものと考えられた．1年間の観察に

よっても組織に対する影響がなく，高い発現が持続し

ていることから，安全性に関しても問題がないものと

思われ，様々な応用が期待できる．

AAVの作製系としてはこれまで様々なパッケージン

グ細胞株が報告されてきているが，実用レベルとして

広く使われるに至ったものはない．今回我々の樹立し

た細胞株は以前野生型のloxPシステムを利用して樹立

した細胞株に比べて30倍程度高い産生効率を有してお

り5）7），トランスフェクション法を用いた場合に迫る倍

を得ることができた．しかしながら，実際の作業効率

ー13－

はバキュロウイルスを用いる方が造かに容易であり，

今後ヒトへの応用などで更に大量のベクターが必要に

なることを考えると，後者の方法は極めて魅力的と思

われる．

【結　論】

AAVベクターを用いた骨格筋に対する遺伝子治療法

につき，様々な血清型由来のベクターを比較検討し，

導入遺伝子にかかわらず1型由来のベクターが有用で

あることを確認した．その効果は少なくとも1年にわ

たって持続し，遺伝子導入を行った骨格筋に対する悪

影響は観察されなかった．以上の結果を通して，AAV

ベクターを用いた方法の有効性と安全性を証明するこ

とが出来た．また，野生型及び変異型のloxP配列を利

用することで新規のAAVのパッケージング細胞株を樹

立した．さらに，バキュロウイルスを用いる方法の開

発を進め，今後はその実用化に向けた研究を一層推進

していく計画である．
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アデノ随伴ウイルスベクターを用いたDuchenne型筋ジストロフィーに

対する遺伝子治療法の開発に関する基盤的研究

武　田　伸　一＊

研究協力者　坂本美喜書，吉村

横田俊文攣，池本

【緒　言】

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）は，ジストロ

フィン遺伝子の異常により引き起されるⅩ連鎖性劣性

の遺伝性筋疾患である1）．DMDは，発生率が高く（男

児3，500人に1人），進行性の重篤な骨格筋障害を生じ，

呼吸障害や心障害による早期死亡として特徴づけられる．

現在，筋ジストロフィーに対する効果的な治療法がな

いことから，根治的な治療法の開発が期待されている．

ウイルスベクターを用いたDMDに対する遺伝子治療

として，全アデノウイルス（Ad）ゲノムを欠失させ，

全長型ジストロフィンcDNA　を挿入可能にしたgutted

Adベクターが開発されたが，ベクターの生産性が低い

ことやhelperAdの混入などの問題から，臨床応用へは

問題が残されているか．一方，アデノ随伴ウイルス（血

associatedviruS，AAV）ベクターは，成熟骨格筋への導

入効率が高く，導入遺伝子の安定した長期発現を与える．

しかしながら，組み込み可能なサイズに4．9　kb以下と

制限があることから，AAVベクターを用いたDMDに

対する遺伝子治療法を開発するためには，機能的な小

型のジストロフィン遺伝子が必要となる．

ジストロフィンの4つの機能ドメインのうち，ロッド・

ドメインは，N末端のアクチン結合ドメインとシステ

イン・リッチ及びC末端ドメイン間のスペーサーとし

ての機能を持つと考えられる3）．ごく軽症のBecker型

筋ジストロフィーの患者からクローニングされた6．4kb

のミニ・ジストロフィン　cDNAは，ロッド・ドメイン

が大きく欠損していたが，ミニ・ジストロフィンを発

現するトランスジェニック（Tg）∽血マウスにおいて，

表現型を著しく改善させた4）5）．

このミニ・ジストロフィンを基に，我々は，更にロ

ッド・ドメインを短縮したマイクロ・ジストロフィン

遺伝子を構築し，第一世代Adベクターを用いて椚血骨

格筋に導入した6）．その結果，ロッド・リピートを1個

以上持つマイクロ・ジストロフィンは効果的に発現し，

筋形質膜に局在することが示された．しかし，Adベク

まどか書，湯浅勝敏書，鈴木友子事，

打，望月靖史書

タ一による遺伝子導入では，マイクロ・ジストロフィ

ンの発現は短期に留まり，機能を充分に評価するには

至らなかった．

そこで，AAVベクターを用いたDMDに対する遺伝

子治療法を開発するために，先ずTg〝血マウスを作製

し，マイクロ・ジストロフィンの機能を評価した7）．次

に，肌血骨格筋へのAAVベクターによる効果的な遺伝

子導入について検討を行った8）後，実際にAAVベクタ

ーを用いて治療用マイクロ・ジストロフィン遺伝子を

〝血骨格筋へ導入し，筋ジストロフィーの表現型の改善

について検討した．

【方　法】

1．トランスジェニック〝1血マウスの作製と解析

骨格筋で導入遺伝子の高発現を得るために，CAGプ

ロモーター9）の下流にマイクロ・ジストロフィンcDNA

を挿入した発現カセットを作製した．これをC57BL／6

マウスの胚に注入し，F。マウスを作出した．導入遺伝

子陽性のF。雄マウスをジストロフィンが欠損した雌の

仇血マウスと交配し，全長型ジストロフィンを欠きマイ

クロ・ジストロフィンのみを発現するTg〝1血Flマウス

を得た．5週および10週齢のTg〝血マウスから前脛骨

筋（m）と横隔膜を単離し，凍結標本を作製した．また，

血清クレアチンキナーゼ（CK）値を測定すると共に，

横隔膜を用いて張力測定を行った．対照群としては，

正常C57BL／10（BlO）マウスおよび同腹の導入遺伝子

陰性の∽血Flマウスを用いた．

2．AAVベクターの作製

Ubiquitousな発現が可能なCMVプロモーターまたは

筋特異的な短縮型のmusclecreatinekinase（MCK）プロ

モーターの下流でβ一galactosidase（β一gal）またはマイク

ロ・ジストロフィンを発現する2型AAVベクター，

AAV－CMVLacZ，AAV－MCKLacZ，AAV－MCKACSlを作

製した．短縮型MCKプロモーターは，マウスMCK遺

＊国立精神・神経センター　神経研究所　遺伝子疾患治療研究部
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伝子の発現調節領域から筋特異的な活性を与えるエン

ハンサー領域（200bp）とコア・プロモーター領域（約

360bp）を取り出し，構築した10）．AAVベクターの組

み換えにあたっては，Pittsburgh大学Xiao博士との共同

研究により，adenoviruS－freeのplasmidco－tranSftction法

を用いて作製した11）．csclによる密度勾配超遠心法に

より濃縮・精製した後，ドットプロット法によりウイ

ルスカ価（vectorgenome，Vg）を測定した．

3．骨格筋へのAAVベクターの導入

10日齢または5週齢のBlOまたは椚血マウスのTA

筋に，それぞれ15Pl（7．5×1010vg）または5伸1（2．5－

5．0×1011vg）のAAVベクターを直接注射した．AAV－

CMVLacZとAAV－MCKLacZの導入では，1，2，4，8過後

に解析を行った．一方，AAV－MCKACSlの導入では，

導入8，24週後にTA筋を採取し，張力測定後，凍結標

本を作製した．対照群として，同週齢のBlOTA筋およ

び非導入例の肋血TA筋を用いた．

4．骨格筋の解析

（1）張力測定：埼玉医科大学池本隆昭博士との共同

研究により確立した方法を用いて，強縮時の最大張力

を測定し，単位面積あたりの筋張力を算出した7）．（2）

組織化学染色：凍結標本から横断切片（10岬－）を作製

し，H＆E染色，またはX－Gal染色，Masson－Trichrome

染色を行った．（3）免疫組織化学染色：6いmの凍結切

片を作製し，アセトン固定後，免疫染色を行った．内

因性のマウスIgGはFITC－COrtiugatedF（ab，）2fragmentof

goatanti－mOuSeIgG（H＋L）（LeincoTeclm010gies）を用

furHengthdystrophin
roddomain

いて検出した．ジストロフィン染色は，抗ジストロフ

ィン抗体NCL－DYSB（Novocastra）とM．0，M．kit（Vector

Laboratory）を用いて検出後，DABで発色させた．或は，

Alexa488－1abeledanti－mOuSeIgG（H＋L）（MolecularPrObes）

を用いて一次抗体を検出した．同時に，ヘマトキシリ

ンまたはTOT0－3（MolercularPrObe）を用いて核を共染

した．（4）画像解析：CCDカメラを用いて顕微鏡画像

を取り込んだ後，仝横断面における中心核および辺緑

核線維数と，ジストロフィン陽性および陰性線維数を

測定した．問質面積および筋線維横断面積（Cross

SeCtionarea）の計測は，画像解析ソフトImageproplus

TM（MediaCybemetics）を用いた．

【結　果】

1．トランスジェニックm血マウスを用いたマイクロ・

ジストロフィンの機能解析

小型で機能的なマイクロ・ジストロフィン遺伝子を

同定するために，ヒトミニ・ジストロフィンcDNA（6．4

kb）を基に，ロッド・リピートをそれぞれ4，3，1個持

つ3種類のロッド短縮型micro－dystrophinCSl（4．9kb），

AX11（4．4kb），M3（3．7kb）cDNAを作製した（図1）．

これらのロッド・ドメインはトリプル・ヘリックス構

造を維持するように再構築した12）．

マイクロ・ジストロフィンの筋変性に対する保護効

果を検討するために，マイクロ・ジストロフィンを発

現するTg〝血マウスを作製した．免疫組織化学的染色

では，3種ともマイクロ・ジストロフィンは形質膜に

局在し，さらにジストロフィン結合蛋白質の形質膜で

の発現を回復させた（datanotshown）．次に，マイクロ・

mini－dystrophin

micro・dystrophin

4．9　kb

4．4　kb

EZZaactin・bindingdomain

団　hinge

O rodrepeat

E】cysteine－richdomain
C－terminaIdomain

図1　マイクロ・ジストロフィンcDNAの構築

全長型ジストロフィン（cDNA14kb）は，N末端よりアクチン結合ドメイン，ロッド・ドメイン，システイン・T）ッチ・ドメイン，
C末端ドメインの4つの機能ドメインから構成される．ロッド・ドメインは，24個のロットリピートと4個のヒンジから成る．ご

く軽症のベッカー型筋ジストロフィー患者からクローニングされたミニ・ジストロフィン（cDNA6．4kb）のロッド・ドメインを更に

短縮し，ロッド・リピートを4，3，1個持つマイクロ・ジストロフィンCSl（4．9kb），AXll（4．4kb），M3（3．7kb）cDNAを構築した．
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ジストロフィンの機能を評価するために，骨格筋病理像，

中心核線維数，血清CK値，電気生理学的な筋張力発生

を指標として，各Tg〝通マウスの解析を行った（図2）．

その結果，5週齢と10週齢に共通して，マイクロ・ジ

ストロフィンCSlは椚drマウスで認められる筋ジスト

ロフィーの表現型を著しく改善させた．csl－Tg〝7血マ

ウスでは，組織学的にも筋変性はほとんど認められず，

中心核線維数や血清CKも正常BlOマウスと有意差はな

かった．また，機能的にも筋張力産生は正常レベルま

で回復していた．一方，AXll，M3はロッド・リピート

数に比例して表現型が改善していたが，正常レベルに

は及ばなかった．

2．AAVベクターを用いた椚血骨格筋への遺伝子導入

AAVベクターによる骨格筋での導入発現効率を検討

するために，AAV－CMVLacZをBlOおよびmdx骨格筋

へ導入した．その結果，BlO骨格筋では，β－galの発現

は8週後まで維持されたのに対し，椚血骨格筋では，4

週後，β－gal発現は急速に低下した．導入4週後の椚血

骨格筋では，β一gal陽性線経の周辺にCD4，CD8陽性細

胞を含む強い細胞浸潤が認められ，IgGの沈着が多量に

検出された（図3上段）．m血骨格筋における免疫応答
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の賦活化を軽減するために，筋特異的なMCKプロモー

ターを用いた遺伝子導入の効果を検討した．AAV－

MCKLacZをmdx骨格筋へ導入したところ，CMVプロ

モーターに比べβ－galの長期発現が認められ，導入4週

後の椚血骨格筋では細胞浸潤も軽減し，免疫応答の航

活化も抑制されていた（図3下段）．

3．AAVベクターを用いたマイクロ・ジストロフィン

遺伝子の導入による治療効果の検討

AAVベクターへの挿入可能サイズは4．9kb以下であ

ることから，CSIcDNA（4．9kb）の5，，3，非翻訳領域と

altemative splicingを受けるexon71－79を欠失させた3．8

kbのACSl遺伝子を作製した（図4A）．これを，短縮型

MCKプロモーターの下流に連結し，治療用ベクター

AAV－MCKACSlを作製した．AAVベクターによる治療

効果を検討するために，筋変性開始前の10日齢，ある

いは変性・再生の過程である5週齢の∽血骨格筋へ導

入を行った．

5週齢へ導入した場合，8，24週の長期に渡って，40

～50％の筋線椎で△CSlの発現が認められた（図4B，C）．

形態学的に解析したところ，AAV導入肋血骨格筋では

中心核線椎の割合が減少し，とりわけ△CSl陽性線経で

mdk CSl－Tgmdk AXll－TgJm加
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図2　マイクロ・ジストロフィンを発現するトランスジェニック（T9）m血マウスの解析
5週齢のBlOマウス，mdxマウス，CSl一，AXl1－，M3－Tgmdxマウスの解析結果を示す．（A）前脛骨筋の組織像（H＆E染色，Bar＝50
匹1）．（B）前脛骨筋における中心核線経の割合．（C）血清クレアチン・キナーゼ（CK）値．（D）横隔膜における単位面積あたりの筋
張力産生能．
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図3　筋特異的プロモーターを用いたm血骨格筋への遺伝子導入

5週齢mdxマウスの前脛骨筋にAAV－CMVLacZまたはA，W－MCKLacZを導入し，4週後に解析を行った．（左列）H＆E
染色・（中列）x－Gal染色・（右列）MouseIgGの免疫組織染色（Inset：対側の非導入筋，Bar＝100um）．上段のAjW－
CMVLacZ導入筋では，β－gal陽性線経の周辺に細胞浸潤の集族が認められ，問質および筋線維内にIgGの沈着が検出さ
れた・一方，下段のAAV－MCKLacZ導入筋では，細胞浸潤は乏しく，IgGの沈着も検出されなかった．
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図4　治療用AAVベクターのm血骨格筋への遺伝子導入

（A）治療用AAVベクターの作製：CSIcDNA（4．9kb）の5，，3，非翻訳領域（URT）とexon71－78を削除し，3．8kbの△
CSIcDNAを構築した・これを，MCKプロモーターの下流に連結し，AAV－MCK△CSlを作製した．（B－E）5週齢または10
日齢のmdxマウスの前脛骨筋へAAV－MCK△CSlを導入し，8週，24週後の△CSlの発現と組織像を調べた．（B，D）導入24
週後のジストロフィンの免疫組織染色像とH＆E染色像（Bar＝50pm）．（C，E）△CSl陽性線経の割合．（B，C）5週齢への導
入：ACSl陽性線経は広範囲に存在し，平均で8週後39．2％，24週後51．5％であった．また，△CSl陽性線経には中心核（＋）
と辺縁核（＊）が混在していた．（D，E）10日齢への導入：△CSl陽性線経は5週齢に比べ少なく，8週後22．8，24週後
16・5％であった．しかし，ほとんどの△CSl陽性線経が辺縁核（＊）を呈した．
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低かった（図5A）．さらに，筋病変を表す筋重量や筋

張力産生は正常BlOマウスのレベルまで改善していた（図

5B）．一方，10日齢への導入では，△CSl陽性線椎の比

率は5週齢での導入に比べ低く，約20％であった個4D，

E）．治療効果を解析したところ，△CSl陽性線経にお

ける中心核数は著しく減少していた（図5C）．興味深

いことに，△CSl陽性線椎は少なかったにも拘わらず，

筋張力は正常レベルまで回復していた（図5D）．しかし，

筋重量においては，有意な改善は認められなかった（dab

notshown）．

マイクロ・ジストロフィンの発現量が機能回復にど

のように貢献するかを検討するために，△CSl陽性線経

は少ないが筋張力の改善が認められた10日齢への導入

について解析を行った（図6）．筋張力回復の視点から
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AAVベクター導入後の∽血骨格筋を解析したところ，

筋重量と筋張力の間に正の相関が認められ，筋重量増

加に伴い張力産生能が改善していた（図6A）．さらに，

筋肥大には結合織（問質面積）の増加が関与していな

かったことから，筋線経の肥大（真性肥大）が示唆さ

れた（図6B）．そこで，個々の筋線経について横断面

積を計測したところ，AAV導入m血骨格筋の△CSl陽

性線経では，平均筋線維横断面積がBlOおよびm血，△

CSl陰性線椎に比べ著しく肥大していた（図6C）．ヒ

ストグラム解析を行ったところ，∽血や△CSl陰性の

仙血線経は小径への偏倍が確認されたが，△CSl陽性の

仙血線経では小径線椎が減少し，むしろ正常Bl0線維

以上に大径線経の割合が増加していた（datanotshown）．
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図5　治療用AAVベクター導入後のm血骨格筋における治療効果
5週齢または10日齢のmdrマウスの前脛骨筋へAAV－MCK△CSlを導入し，24週後に中心核線経の割合（A，C）と筋張力（B，
D）を測定した．（A，B）5過齢への導入（C，D）10日齢への導入（＊：P＜0．05，＊＊‥P＜0．01，＃‥N・S・）
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図610日齢で導入したm血骨格筋の形態学的解析

10日齢でAAV－MCK△CSlを導入した24週後のmdxマウスの前脛骨筋における治療効果と筋線維肥大の関係について
解析した・（A）筋張力と筋重量の相関．（B）問質面積と筋重量の相関．（C）筋線経の横断面積（＊＊：p＜0．01，＃‥N．S．）．

【考　察】

1．マイクロ・ジストロフィンの機能

マイクロ・ジストロフィンを発現するTg′乃血マウス

を作製し，形態学的および機能的に評価したところ，

ロッド・リピート数に依存して表現型（変性・再生像，

中心核線経の割合，CK値，筋収縮力）の改善が認めら

れた．これは，ロッド構造，特にロッド・リピート数

がマイクロ・ジストロフィンの機能にとって重要であ

ることを示唆した．特に，CSlは正常レベルと同等の

改善効果を示した．これは，少なくともロッド・リピ

ート4個とヒンジ3個は，筋収縮による機械的ストレ

スに対してマイクロ・ジストロフィン分子にflexibility

を与え，形質膜の安定性を向上させると考えられる．

2．AAVベクターを用いた骨格筋への効果的な遺伝子

里を
AAVベクターを用いたm血骨格筋への遺伝子導入に

おいて，ubiquitousなCMVプロモーターは導入遺伝子

産物に対する強い免疫応答を誘導し，導入4週後に遺

伝子発現を急速に低下させた．これは，AAVベクター

が感染した抗原提示細胞内で導入遺伝子産物の産生が

起こり，細胞障害性T細胞が活性化されるためと考え

られる14）．その背景に，dystrophicなmdx骨格筋では

Dendritic cellやMacrophageなどの抗原提示細胞が多数

存在し，AAVベクター導入後の免疫応答を増強するこ

とが挙げられる8）．これに対しては，筋特異的なMCK

プロモーターを使用することで導入効果の改善が認め

られた．結果は示さなかったが，BlOマウスを用いて同

様に検討したところ，AAV－CMVLacZの導入では12週

以降にβ一gal発現が減少する傾向にあったが，MCKプ

ロモーターを用いた場合では導入1年7ケ月後でもβ－
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gal発現は維持されていた．

3．治療用AAVベクターを用いた肌血骨格筋における

治療効果

AAV－MCK△CSlを変性発症前および変性過程のmdi

骨格筋に導入したところ，いずれの時期においても治

療効果が認められた．また，CSlを更に短縮した△CSlは，

筋変性に対する防御効果および生理学的機能を充分に

維持していることが示唆された．5週齢での導入では，

約50％の筋線経に△CSlの発現が得られ，発症後の治

療によって機能および病態が回復することを示した．

また，発症前の10日齢の導入では，約20％の筋線経へ

の発現でも機能的な改善が認められ，△CSl陽性線経の

代償的な肥大により筋張力が改善することが示唆された．

これは，DMD筋では膜機能が残存する筋線経の肥大が

機能低下に対応していることからも支持される14）．

ジストロフィンの発現と機能回復についての示唆が，

これまでDMDキャリアやTg〝血マウスの研究から得

られている．これらの結果では，ジストロフィン蛋白

量は表現型にはあまり影響を及ぼさず，むしろジスト

ロフィン陽性線維数が表現型の改善にとって重要な因

子であると考えられてきた．例えば，機能回復が認め

られたminiTdystrophinTgmdxマウスでは，蛋白量は20－

30％であったが，発現線維数は半数程度であった4）5）．

本研究は，更に少ない20％以下の陽性線雅致で機能が

回復することを示した．これは，今後の治療研究にお

いて，治療効果を得るための重要な指標を与えるもの

と考えられる．

4．今後の検討課題

DMDに対する治療研究では，これまで小型の仇血マ



ウスが用いられてきたが，軽症で進行性は目立たない．

そこで，ヒトへ応用するためには，重症で進行性の経

過を辿る大型の筋ジストロフィー犬15）を用いた臨床前

試験が必要となる．AAVベクターを用いたイヌ骨格筋

への遺伝子導入について検討を行ったところ，マウス

とは大きく異なり，高い導入発現効果が得られていない．

AAVベクターを導入したイヌ骨格筋では，導入初期か

ら免疫応答を伴った強い細胞浸潤が観察されたことから，

今後は免疫応答の機序を詳細に解明することがヒトへ

の応用を考えるうえで重要と考えられる．更に，導入

発現効率を改善するために，免疫抑制剤の併用や異な

るserotypeのAAVベクターによる導入についても検討

していく必要がある．

【結　論】

我々は，AAVベクターを用いたDMDに対する遺伝

子治療法の確立を試みた．

（1）マイクロ・ジストロフィンの機能をTg〝血マウス

を用いて検証したところ，ロッド・リピート4個

を持つCSlが最も効果的であった．

（2）AAVベクターを用いた仙血骨格筋への遺伝子導入

では，筋特異的な短縮型MCKプロモーターの利用

が有効であった．

（3）AAVベクターを用いてマイクロ・ジストロフィン

△CSlを∽血骨格筋へ導入したところ，筋変性に

対する保護効果と筋張力産生の改善効果が認めら

れた．
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