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単純ヘルペスウイルスによる実験的網膜炎

第 1報 感染初期の変化
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要  約

単純ヘルペスウイルス 1型 (HSV‐1)に よる壊死性網膜炎に至る過程 と,日艮内におけるウイルスの局在を明
らかにするため感染初期の観察を行つた。HSV‐ 1ミ ヤマ株の うち特に VerO細胞に強い細胞変性 を示すク
ローンを選び,Vero細胞に感染 2日 後に凍結融解,遠心分離 した上清をハンクス液で1.5× 103pfu/mlに 希釈
し0.lmlを有色家兎の硝子体内に接種 した。接種後 1～ 2日 で滲出性虹彩炎, 2～ 4日 で硝子体混濁, 2～ 6

日で網膜に大小の滲出斑が観察された。この滲出斑は組織学的には初期には内顆粒層を中心 とする細胞変性に
よる壊死病巣であったが,感染の進展 と共に滲出巣は互いに融合 して大 きな滲出巣を形成 していき,網膜は全
層が変性壊死に陥っていることがわかった。電顕的にはウイルス粒子をまず内顆粒層の核内に認め,次いで
MШler細胞,神経節細胞の核内,更 に神経線維層の軸索内に認めた.ⅡSV_1の硝子体内接種により,病変は
まず網膜内顆粒層のウイルスの初期増殖により発生することが示 された。 (日 眼会誌 94:367-376,1990)
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Abstract
We studied the early phase of herpetic endophthalmitis to clarify the process of necrotizing

retinitis by herpes simplex virus type-l (HSV-l) and viral localization in the retina. A clone, isolated
from HSV-1 Miyama for its high yield on Vero cells, was inoculated on mono-layers of yero cells. Two
days after inoculation, the cells were frozen-and-thawed once and were centrifuged. The supernatant
was diluted with Hanks'balanced sald solution. The viral suspension (1.5x103pfu/ml) was injected
intravitreally to colored rabbits for 0.1m1. All rabbits showed exudative iritis from 1 to 2 days after
inoculation, vitreal opacities from 2 to 4 days and retinal exudates from 2 to 6 days. These exudates
initially considered of necrotic materials of the inner nuclear layer. These fused with one another
gradually and formed massive exudates which spread to the whole retinal layer, causing retinal
necrosis. Viral particles were found in the nuclei of the inner nuclear layer at first, and later in the
nuclei of Mtiller cells, ganglion cells and axon of the nerve flber. These findings indicated that retinal
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leslon occurred pril:narily in viral replicatiOn Of the inner nuclear layer.(Acta Soc()phthalmol Jpn 94:

367-376, 1990)
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I緒  言

最近単純ヘルペスウイルス 1型 (以下 HSV‐ 1)が壊

死性網膜炎を起こすことが注 目されている。HSVを

感染 させた実験的眼内炎は GoodpastureDが 最初であ

り,家兎を使用した眼内接種実験では,von SZily2)が

毛様体 と強膜の間に cleftを 作 りHSVを接種 し,接種

眼及び他眼にぶどう膜炎の発症をみ,毛様体,脈絡膜

に多数の炎症細胞浸潤,網膜には広範な壊死を認めた。

Abe3)は家兎の硝子体内で同様の所見を得た。しかし病

変部組織よりHSVを分離培養できなかったので彼等

はこの眼内炎の原因が HSVの直接侵襲か或は免疫反

応か断定できなかった。Kimura4)は家兎の前房内に

HSVを接種 し,接種眼の角膜潰瘍部,虹彩,毛様体か

らHSVを分離した。また病理組織学的には虹彩,毛様

体,網膜内層に多数の炎症細胞浸潤を認めた.Pettit5)

は HSVを 家兎の前房に接種 し,螢光抗体法を用いて

HSVの 局在を調べ,接種側の角膜,虹彩,毛様体,網

膜,後毛様神経,中枢神経組織に抗原が存在すること

を証明し, ウイルスなどの抗原の存在の証明には免疫

学的方法が有用であることを示 した。Minckler6)は ヘ

ルペス性脳炎で死亡した44歳の患者の網膜,視神経 ,

脳組織 よりHSV‐ 1と 思われるウイルス粒子を電顕で

初めて検出し,HSV‐ 1性眼内炎は HSV‐ 1の直接侵襲に

よるものであろうと推察 した。林
7)は Hsv_1を硝子体

に接種 し螢光抗体法を用いて,接種眼の角膜,虹彩 ,

毛様体,脈絡膜,網膜 (内 外顆粒層,神経節細胞)に

HSV‐ 1を 証明し,HSV-1に よって眼内炎が発症 し,

HSV-1抗原が眼内全組織に広 く拡散 していることを

明らかにした。また彼の続報8)で の網膜下腔接種では

眼底の観察から,網膜炎後期には網脈絡膜萎縮が起こ

ることが分かった。過去の文献を検索 してみると,感

染後壊死性網膜炎に至るまでの早期の変化,及び眼内

におけるウイルスの局在については未だ不明な点が多

い.我 々は最も眼内炎を起 こし易い硝子体内接種法に

よる感染実験を行い,眼内に生じる病変についてその

臨床的観察ならびに病理組織学的観察を行 ったので報

告す る。

II 実験材料及び方法

1.接種ウイルス並びにその培養

1)使用ウイルス

Vero細 胞 に て 教 室 で 継 代 して き た HSV‐ 1

Miyama株 を用いた。Miyama株 は京大ウイルス研究

所,徳田正夫教授より昭和52年に分与された。

2)培養細胞

角型培養瓶 (250ml)で 単層培養したアフリカミドリ

ザル腎由来の株化細胞(Vero細 胞)9)を,常法1° )に従い

0.25%ト リプシン液 (Difc0 1:250)で 37℃ に加温処

理 し,ガ ラス壁より細胞を剥離 し,分散 して毎分800回

転 5分間遠心沈殿を行い,細胞を集めた。細胞は加熱

非動化 (56℃ 30分)し た仔牛血清を10%含むイーグル

基礎培地 (MEM培地)n)に 3～ 5× 105cel1/mlの濃度

に希釈浮遊 させた。培養にあたってはカバーグラスを

挿入 したレイ トン管にはlml,角型培養瓶には10mlの

上記細胞浮遊液を分注し,37℃ で静置培養した。なお

細胞の継代及びウイルスの感染実験には単層培養の完

成 した 4日 培養のものを使用 した。

3)ウ イルスの培養

単層に培養された細胞の培養液を除き,ハ ンクス緩

衝生理食塩水 (HBSS)により細胞表面を静かに洗浄

し,100倍 に希釈されたウイルス浮遊液を培養細胞の1/

10量細胞表面に均一にゆきわたる様に接種 した。ウイ

ルスを吸着 させる目的で37℃ ,90分間保温した。

吸着時間終了後,未感染ウイルスを除去するため ,

細胞表面を HBSSにて 3回十分洗浄 した後,3%仔牛

血清を含む MEM培 地を加え,37℃ で静置培養した。

尚実験には 3回凍結融解した後,3,000回 転で 5分間遠

心沈殿 した上清をウイルス浮遊液 として使用した。

2.実験動物

体重2kgの有色家兎を使用した。いずれの家兎もウ

イルス接種前に HSV‐ 1に対する血清抗体価を測定 し

感染の既往のないことを確認した。

3.硝子体内接種法

ウイルス液 (遠心分離した上清)を HBSSで希釈し

て1.5× 103plaque_fOrming unit(pfu)/mlの ウイルス

浮遊液にし,0.lmlを 注射筒にとり,26G注射針により
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図1 眼底写真 1接種 4日 ,点状惨出斑

図2 接種 3日 ,網膜表層に出血斑 (矢印)がみえる

図 3 接種 4日 以後になると,小 さい点状の滲出斑と

大きい斑紋状の滲出斑がみられた.

図4 接種 3日 ,乳頭上及び髄翼付近の網膜血管に開
塞性血管炎,乳頭付近の髄翼,血管周囲及び硝子体
にリンパ球よりなる少数の炎症細胞浸潤がみられ,

硝子体内には少数の リンパ球をみる程度の軽い炎症

反応がみられた。(HoE染色,× 10)

輪部強膜を経て硝子体内で視神経乳頭前面に直接接種

した(25頭 25眼 )。 また,対照 としてはウイルス浮遊液

のかわ りに HBSSを 同量同方法で接種 した (5頭 5

眼).

4.臨床的観察

硝子体内接種後 1日 から6日 まで,前眼部及び前部

硝子体をポータブル細隙間灯顕微鏡で,眼底は倒像検

眼鏡にて経時的に親察 した。

5.病理組織学的観察

硝子体内接種後, 3日 , 4日 , 5日 , 6日 に眼球を

摘出し,2.5%グ ルタールアルデヒドを含むカルノフス

キー固定液にて固定 し,光顕切片はエタノール系列で

脱水後パラフィン包埋,切片を作製 しヘマ トキシ リ

ン・エオジン染色 (H・ E染色)を行って観察した。ま

た12時間後カルノフスキー液で前固定 した後,0.lM
―燐酸緩衝液 (pH 7.2)に て洗浄後,眼内各組織を細切

し1%オ スミウム酸燐酸緩衝液 (pH 7.4)で 後固定 し

た。エタノール系列にて脱水 し,Luftの方法にした

驀 |

, ||

`サ

●

．

一

一

　

一
■

・

|ヽr ・ ´

多
　
一

．　

■
■
一
　
　
ヽ

鬱

｀
・ ●:●

`

鋏・一一一一鷺

み
`■響

、●、|ヽ
■■■
'■
‐E

●18‐
r

ノ

・ヽ

遮 嵐鰺 d

＼
一

ヽ
　
　
　
■
ヽ
ヽ

＼

ヽ
一



370 日眼会誌 94巻  4号

薇自由籠臨

、|‐.1∫ ‐薙勿 珀ポ

図 5 接種 2日 以降に出現した点状の小さい滲出斑の観察では,内 顆粒層に核の配列

の乱れ,核の染色性の低下,核内クロマチンの凝集性変化,胞体の崩壊,細胞壊死

がみられた.更に神経節細胞,神経線維層の染色性の低下があり,外顆粒層の核は

配列が乱れ,部分的に視細胞外節の位置まで陥入し,外節の乱れ,短縮化がみられ

た。網膜色素 卜1皮層にはほとんど変化がみられなかった。(ト ルイジン青染色,× 20)
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図6 大きい斑紋状滲出斑 :網膜は全層にわたって壊死に陥り,特に内層の壊死が著

しく,神経線維層,内網状層,内顆粒層の細胞に空胞変性と核の染色性低下が強く

みられた。外顆粒層の核は残っていたが配列が乱れ,視細胞外節は消失していた.

(ト ルイジン青染色,× 20)

園 田

_‐
    |   |― .~ ||ヽ  .|‐ |.|‐

‐.| ...

.■■||■■|●●`
||_|■ ||■ ■■.

|■
 |||・ _■ ||

・`.1,■ .■二■■̀

饉劇総

腰

‥
・ユ一一一̈

一
・
た
一

■
■
●
■
■

一●
■
●
暮
●

〓
―
●
す
・

●
―

摯

―

簗眸■。|..・ ―篠

豫
ヽ
一
〓

**
* ^, 

nt. r"
- " tt a

*r'
{'"a



平成2年 4月 10日  単純ヘルペスウイルスによる実験的網膜炎,第 1報 感染初期の変化 。吉岡他 371

図7 接種後 4日 の斑紋状滲出斑の部位 (図 6と 同一
部位):内境界膜の下に壊死に陥った神経線維層,内
網状層,空胞変性を示す内顆粒層をみとめた。(×
1,600)

図8 内顆粒層の核内(図 7の強拡大写真):集合或は
散在した直径100nmの 粒子 (矢印)が多数みられ,

粒子の内部には様々の電子密度を持つ物質がみられ
た.ま た同じ細胞の核内の所々に集合している電子
密度の高い顆粒状物質 (矢印頭)がみられた.(×
11,000)

図 9 内顆粒層 :変性の軽い細胞 (中央の細胞)に二重構造物が多くみられ,強 く変
性した細胞 (上,左方,右方の細胞)にはこのような構造物はみられなかった。(×
4,500)
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図10 網膜色素上皮細胞の核内にも二重構造物 (矢印)及び顆粒状物質 (矢印頭)を

みることがあったが細胞変性は軽度であった。(× 18,000)

図11 接種 6日 ,髄翼部分のM」 ler細 胞の胞体内に

二重構造物 (矢印)を観察した。(× 18,000)

図12 接種 6日 ,髄翼部分の神経節細胞の核内,細胞

質に二重構造物 (矢印)を観察した (× 21,000)
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がって EPON812に 包埋 した。LKB 8800型 型超 ミク

ロトームШにて超薄切片を作 り,酢酸 ウランとクエン

酸鉛の二重染色を行い, 日立 HU・ 500型電子顕徴鏡に

て加圧電圧100KVで観察した.

6.血清抗体価の測定

血清反応は,Scott等 の方法を一部改良した感作赤

血球凝集反応により家兎血清の抗体価を測定した。即

ちタンニン酸処理 ヒツジ赤血球 1容 と1/15M燐酸緩

衝生理食塩水 (pH 6.4)4容 とを混合して赤血球浮遊

液を作製 した。さらに日立65P型超高速遠心機を用い
,

ローターとして RP40を 使用して200,000回転,2時間

遠心分離を 3回繰 り返 した精製ウイルス浮遊液 (50%
tiSSue Culture infective dose;TCID50 106/ml)1容

を赤血球 :PBS:ウ イルス浮遊液=1:4:1と に

混合 (phosphate bu“ ered saline;PBs,pII=7.2),

室温にて15分間 ウイルスを赤血球に吸着させ感作赤血

球を作製した。被検血清の 2倍階段希釈0.5mlに 2.5%

感作赤血球液0.05mlを 加え37℃ ,1時間保温後,凝集

の有無を管底像から判定した。
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III 実験結果

1.臨床的所見

HSV‐ 1を硝子体内に接種 した後, 1～ 2日 で全動物

に毛様充血をみ,26眼中21眼 (80%)に線維素滲出を

示す虹彩炎が発症 し,症状の激 しいもの(9眼,35%)
では瞳孔領に惨出物が付着 し,中等度の虹彩後癒着を

生じた。25眼中24眼 (96%)で瞳孔は中等度散大 し,

対光反射は消失 していた。虹彩炎の強い時期には強い

角膜浮腫をきたしたものは20眼中 4眼 (20%)あ った

が,角膜潰瘍はみられなかった。接種 2～ 4日 後に26

眼中21眼 (80%)に 強い硝子体混濁が発症し,数 日後

消褪した。15眼中 7眼 (47%)の 眼底には中等度の網

膜血管の拡張,少数の点状出血がみられた。25眼中22

眼 (88%)に軽度の乳頭充血が接種後 2日 からみられ,

1週間後に消失 した。15眼 中11眼 (73%)に接種 4～ 6

日で小さい多数の灰白色の滲出斑が出現し,(図 1,矢

印),次第に融合して,数 日で大 きい斑紋状の滲出斑を

形成した。

対照群には全例に硝子体混濁及び軽い虹彩炎がみら

れたが,乳頭炎と滲出斑はみられなかった.

平成 2年 4月 10日  単純ヘルペスウイルスによる実験的網膜炎,第 1報 感染初期の変化 。吉岡他

図13 接種 6日 ,神経節細胞の核内,神経線維層の軸索内に二重構造物 (矢 印)をみ
とめた。(× 15,000)
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2.病理組織学的所見

1)実体顕微鏡で接種 3日 の眼球の半切標本を観察

すると,4眼中 4眼に矢印の様に網膜表層に出血斑 (図

2),接種 4日 以後になると17眼中15眼 (88%)の網膜

に小さい点状の滲出斑 と大型の斑紋状滲出斑がみられ

た (図 3).

2)光顕所見

H・ E染色または トルイジンブルー染色で接種後 3

日の眼球を観察すると,全例で図 4の ように乳頭上及

び髄翼付近の網膜血管に閉塞性血管炎を,ま た乳頭付

近の髄翼,血管周囲及び硝子体内に主にリンパ球 より

なる少数の炎症細胞浸潤をみたが,他の網膜には変化

がなく,硝子体内に少数の リンパ球をみる程度の軽い

炎症反応のみがみられた。

接種後 4日 以後になると,乳頭付近の血管内腔,及

び血管周囲に多数の炎症細胞浸潤がみられたが,網膜

内には病巣に一致 した網膜にわずかな リンパ球浸潤が

みられるのみであった。

接種 4日 以降に出現した点状の小さい滲出斑の観察

で得られた代表的所見では(図 5),内 顆粒層に核の配

列の乱れ,核の染色性の低下,核内クロマチンの凝集

性変化,胞体の崩壊,細胞壊死がみられ,更に,神経

節細胞,神経線維層,内網状層の浮腫があった。外顆

粒層の核は配列が乱れ,部分的に視細胞外節の位置 ま

で陥入し,外節の乱れ,短縮がみられた。網膜色素上

皮層には
`′

まとんど変化がみられなかった。

大きい斑紋状滲出斑の代表的所見では網膜は全層に

亙って壊死に陥 り,特に内層の壊死が著しく,神経線

維層,内網状層,内顆粒層の細胞に空胞変性と核の著

しい染色性低下がみ られた (図 6).外顆粒層の核は

残っていたが配列が乱れ,視細胞外節は消失していた .

網膜色素上皮にも軽い壊死がみられた。網膜内には炎

症細胞浸潤は少なかった。

3)電顕所見

接種後 4日 の斑紋状滲出斑の網膜内層 (図 7:光顕

写真図 6と 同一部位)の観察で得られた代表的所見は ,

内境界膜の下の神経線維層,内網状層,内顆粒層は壊

死に陥って空胞変性を示 した。内顆粒層を強拡大で観

察すると,その核内 (図 8:図 7の 強拡大写真)に集

合或は散在 した直径100nmの粒子 (矢印)が多数み ら

れ,粒子の内部には,様々の電子密度を持つ物質がみ

られ,二重構造を示 した。これらの二重構造物は対照

群には観察されなかった.ま た同じ細胞の核内の所 々

に集合 している電子密度の高い顆粒状物質 (矢印頭)
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がみられた。内顆粒層であっても,強 く変性した細胞

にはこのような二重構造物はみられず,隣接する変性

の軽い細胞に多い傾向が 5眼 中 4眼にみられた (図

9).こ の時期に 5眼中1眼 に網膜色素上皮細胞の核内

(図 10)に も二重構造物 (矢印)及び顆粒状物質 (矢印

頭)をみることがあったが網膜色素上皮の細胞変性は

軽度であった。網膜の他の細胞にはこの様な粒子はみ

られなかった。

感染 6日 目の 4眼中 3眼で髄翼部のMuller細 胞の

胞体内 (図11)及 び神経節細胞の核内,更に細胞質 (図

12)に二重構造物 (矢 印)を観察した。また感染 6日

目の4眼中 2眼で神経節細胞の核内,更に神経線維層

の軸索内にも二重構造物をみとめた (図 13)。

IV考  按

HSV網膜炎が発症すると,網膜に炎症が起 こり後

に壊死になることは,臨床的には MincklerO,Cibis12)

が,実験的には HoWe13),AndersonH),Petter15)が 報

告している。

我々の実験の臨床観察では接種 1日 より滲出性虹彩

炎を生じたが,後眼部の炎症は少 し遅れ,硝子体混濁

は接種 2-3日 から生じ増強 した。乳頭充血は接種 2

日からみ られ,網膜滲出斑は接種 2～ 6日 に観察され

た。前眼部の炎症が後眼部の炎症 より早く起こり,そ

して早 く消褪 した。対照群では軽い虹彩炎と軽度の硝

子体混濁を認めたが,乳頭充血,網膜滲出斑はみ られ

なかった。

文献的には Oh16)は前眼部の炎症を 4日 から見た と

報告してお り,Tessler17)は眼内炎が接種した次の日か

ら起こった と報告しており, また林は 1～ 2日 で発症

を認めている。これらの症状の差異は使用したウイル

ス株や接種 ウイルスの量の相違によると考えられた。

病理組織学的には,ま ず接種 3日 までに,乳頭付近

の軽度の リンパ球浸潤,閉塞性血管炎を認めた。網膜

に接種後 2～ 6日 から惨出斑を生 じたが,こ れは初期

には網膜内顆粒層を中心とした限局性の網膜内層の壊

死であ り,次いで拡大融合 して大 きい滲出斑となった

が, これは網膜全層の強い壊死病巣の形成であった。

しかし網膜内には炎症細胞浸潤は少なく,ま た脈絡膜

にも殆ど炎症性細胞の浸潤をみなかったが, これはウ

イルス性網膜脈絡膜炎の特徴であった.

電顕的には網膜滲出病巣の内顆粒層の核内,網膜色

素上皮の核内,Muller細 胞 と神経節細胞の核内,胞体

内,有髄部の軸索 (胞体)内 に,内部に様々の電子密



度を持つ直径100nmの 粒子様二重構造物が見られ,こ

の二重構造物は対照群には観察されなかった。形態学

的にはこれらの二重構造物は新居 ら18)に よって詳細に

報告されているヘルペスウイルス粒子のヌクレオカプ

シ ドと同定され, これらはウイルス粒子が細胞核内で

増殖している所見であった。また内顆粒層と網膜色素

上皮の感染細胞の核内の所々に集合 している電子密度

の高い顆粒状物質がみられ,こ れは大 きさ,電子密度 ,

集合状態から Miyamoto19)の報告 しているウイルス関

連物質に相当すると思われた。

接種 4～ 5日 の早期の網膜滲出病巣に於て,内顆粒

層が最も強い壊死になり,内顆粒層の核内に多数のウ

イルス粒子及びウイルス関連物質がみ られる頻度が最

も高かった。 これはこの部位にウイルスが最も多 く分

布 していることを示 していた。感染の進行に伴い, ウ

イルス粒子は多数認められ,細胞変性が強 くなったが,

高度に変性した細胞にはウイルス粒子がみられず,隣
接する変性の軽い細胞に多 く見られた。時には色素上

皮細胞の核内にウイルス粒子を認めた。またこの時期

には Muller細胞,神経節細胞など他の網膜の細胞に

はウイルス粒子はみられなかった。

このように硝子体内接種 された HSV‐ 1は まず内顆

粒層の核内で増殖すると思われた。網膜の他の層には

HSV・ 1がみられないのに内顆粒層 に多量の HSV-1が

みられ,網膜色素上皮にごく少量の HSV‐ 1がみられる

ことがあった。

接種 6日 の病巣の観察より,HSV‐ 1は神経節細胞に

移行して核内で増殖 し,神経線維層の軸索に達すると

思われた。

我々の実験ではウイルス粒子は核内の核膜付近に多

くみられる傾向があった。感染が進む と,細胞質にも

ウイルス粒子がみられたが,細胞内器官があるため判

別が困難であ り,多 くはみられなかった。

我々の実験で電顕で認められたウイルス粒子の形態

は核内,細胞質内,車由索内においてほとんど全てエン

ベ ロープを被 らない形態であるヌクレオカプシ ドで

あった.細胞外にはウイルス粒子は認め られなかった。

Hil12° )は マウスの脚に HSV‐ 1,HSV‐ 2を接種して神経

線維中にヌクレオカプシドのウイルスを認め,同 じよ

うな実験で Cook21)は ェンベロープを被 った形態の完

全粒子のウイルスを認めた.Anderson14)は 核内,胞体

内にヌクレオカプシ ドウイルスのみを認め,Peiffer15)

は壊死に陥った網膜内に両者の形態の ウイルスを認め

た。よって硝子体内接種されたウイルス粒子はヌクレ
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オカプシ ドのままcell to cenの 伝様式で細胞間を移

行していくと思われた。

HSVの 感染病理を電顕で観察 した実験報告は多 く

ない。Anderson14)は Hsv_1の アシクロビル耐性株を

マウスの脳内に接種 し,脳 と眼球を電顕で検索 したと

ころ,汎脳炎になるマウスはなかったが, 3週間以内

に殆どのマウスが壊死性網膜炎を示した。更に Ander‐

sonは接種 7～ 10日 の感染早期の網膜ではまず内顆粒

層の核内,胞体内にウイルス粒子を認めたと報告 して

いる。この実験は脳内接種であ り,ウ イルスは視神経

を経て網膜に達 したと思われるが,早期には内顆粒層

にウイルスが限局 していたという点で我々の硝子体内

接種実験 と共通点がある。

このように HSV‐ 1は硝子体内接種による網膜感染

においては内顆粒層の細胞核内にまず感染,増殖 し,

病変を起こし,細胞の壊死をもたらすことが示された。

本報は電顕による観察をのべ,更にウイルスの局在

に関しては免疫学的方法 (酵素抗体法等)を併用 して

検討したので次報で述べる。

本稿の要旨は第90回 日本眼科学会総会 (1986,5,22津 )に
おいて吉岡が報告した。尚,本研究には文部省科学研究費

(奨励研究A61771386)の 補助を受けた,こ こに深謝致しま

す.
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