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Pancreatic　oncofetal　antigen　immunoradiometric　assay

　　　　　キットの基礎的および臨床的検討

F皿damental　Studies　of　a　Pancreatic　Oncofetal　Antigen

　　　　　　Immunoradiometric　Assay　Kit

長田　篤雄＊ 菰田　ニー＊＊

Atsuo　NAGATA＊and　Tsugikazu　KoMoDA＊＊

＊Radioisotoρe　Laboratorγ，＊＊Depart〃2ent　Of　Biochemi，ぷ卿，　Saitama・Medica～School

1．はじめに

　Pancreatic　oncofetal　antigen（POA）はBanwo

ら1）によって報告されて以来，多くの研究者によ

ってその精製が試みられたが，個々の報告におい

て分子量および生化学的性格に違いがみられ2’・7），

現在のところ必ずしも統一的見解は得られていな

い．Gelderら2）は成人の膵臓癌から抽出したPOA

に対する家兎抗体を得，この抗体を利用してロケ

ット免疫電気泳動を行い，膵臓癌患者血清中にお

ける高POA値，およびその診断上の高陽性率を

報告した．今回われわれは，Gelderらより供与

されたPOAおよび抗POA抗体によるPOA　im－

munoradiometric　assay（IRMA）キットを塩野義

製薬株式会社より提供を受けたのでその基礎的な

らびに臨床的検討を行った・

IL　試薬の内容と測定方法

　キットには標準濃度6バイアル（0．05，0．1，0．2，

0・4，0・8，1．6U／m1），1－125標識抗POAモノクロー

ナル抗体（55．5KBq以下），抗POAポリクロー

．埼玉医科大学卍研究施設
⇔　　　同　　生化学教室

受付：63年6月21日
最終稿受付：63年8月15日
別刷請求先：埼玉県入間郡毛呂山町本郷38（tw　350－04）

　　　　　埼玉医科大学研究施設

　　　　　　　　　　　　長　田　篤　雄

ナル抗体固相ビーズ，緩衝液および洗浄液のそれ

ぞれが含まれる．Fig．1にその標準的な2－stepの

アッセイ手順を示す．方法は標準液の300μ1に対

して，サンプル10μ1を添加し，これに緩衝液を

300　P1加えるもので，求める成績は測定値を31

倍したものとなる．

m．実験と結果

　1．インキュベーション時間について

　まず第ニインキュベーションを室温（25°C），2

時間に固定し，第一インキュベーションを30分，

2，4，24時間と変えた場合，および第一インキュ

ベーションを室温，2時間に固定し，第ニインキ

ュベーション時間を30分，2，4，24時間と変えた

場合の各標準曲線と血清サンプルの測定値を比較

した．Fig．2aに示したように，第一インキュベ

ーション時間を延長すると結合放射能が著しく増

加したが，24時間では結合放射能の飽和傾向が

認められた．また同時に測定した血清サンプルの

測定値では中濃度ではやや高値となり，低濃度で

は逆に低値となる傾向が窺われた．

　次に，第ニインキュベーション時間を延長した

場合（Fig．2b），全体に結合放射能の増加傾向が認

められたが第一インキュベーション時間の変化よ

り影響が少なく，特に2時間および4時間ではそ

　Key　words：　Pancreatic　oncofetal　antigen，　Immuno・

radiometric　assay，　Tumor　marker，　Carbohydrate．
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Standard　　300　μ2

Bead　　　　1

　　　　↓　　　　　　　　　↓
Firsヒin（阻baヒi㎝㎝horiz㎝ヒal　shaker
（2hrs．，ro㎝te叩．）

　　　　↓
Washi㎎Mce砿ヒh　washi㎎soluヒi㎝
　　　　↓
125
　工　alti－POA　antibody　　　　　　　　　　　　200　μ2

　　　　↓
Sec㎝d　incubati㎝cn　horizonヒal　shaker
（2hrs．troom　terr　p．）

　　　　↓
Washi㎎　twice　as　in　the　firsヒwashing

　　　　↓
（）ounting　of　bead

Semm　sample　10μ2
Assay　buffer　300　p　2

Bead　　　　　　1

Fig．1　Assay　procedure　of　POA　IRMA　kit（Shionog1）．

の影響がほとんど認められず，両標準曲線はほぼ

一致した．これらの結果より，標準的な測定方法

で満足なPOA値が求められると考えられ，以後

の測定はこの標準方法に従った．

　2．アッセイ内，アッセイ間の測定値変動につ

　　いて

　アッセイ内において特定の3種類血清A，B，　C

をそれぞれ10回反復測定したところ，A（m）
＝＝9．976U／ml，　SD＝0．443，　CV＝4．525％，　B（m）

＝31．62U／mt，　SD＝3．492，　CV＝11．04％であった．

高濃度のCは一部が測定範囲を超えたため評価

から除外した．またアッセイ間変動については

Table　1に13回の反復測定結果を示す・測定範囲

中間濃度では10％以下の変動係数であったが，

低，高濃度の安定性はやや不良であった．

　3．回収試験について

　べ一スとなる血清サンプルに1／5容の標準液を

あらかじめ添加し，このサンプルを通常の方法で

測定して，31倍しない原濃度について標準濃度

の回収率を求めた．その結果，Table　2に示した

ように，低濃度の標準液の添加では高回収率，高

濃度標準液添加では低回収率であった．

　4．希釈試験について

　この試験は4種類の血清サンプルをキット中に

添付の緩衝液で希釈し，これをサンプルとして通

常の方法で測定して標準曲線との平行性を検討し

た．Fig．3aに示したように全体としての平行性

は良好で，際だった乖離は相互間に認められず，
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Table　2　Standard　recovery　test

Base　serum

A

Added　standard
　　（U／m1）

　　　0
　　　0．2

　　　0．8

　　　1．6

Measured
（U／ml）

Added
（U／m1）

Recovery　　　　Recovery
（U／ml）　　　　（％）

0．805

0．860

0．975

0．950

0．04

0．16

0．32

0．055

0．170

0．145

137．50

106．25

45．31
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　　　　（PQA　U／ロ江）

0．5hr．　2　　　　4　　　　24

se㎜H
　　　　　M

　　　　　L

38．8　　　　31．0　　29．5　　31．0

15．35　　13．33　14．42　13．33

　4．19　　　3．97　　3．88　　3．88

（U／m1）

Fig．2　Effect　of　incubation　time　on　the　standard　curves　and　serum　samples．（a）first　incu－

　　　bation　time，（b）second　incubation　time．

また，測定範囲上限の1．6U／mt以上でも，明ら

かな結合放射能の飽和現象は観察されなかった．

さらにこの希釈測定値を31倍および希釈倍率に

よって補正し，この結果をFig．3bに示したが，

低希釈倍率では高値傾向が認められた．

　5．他の物質との免疫学的交差性について

　他の物質との免疫学的交差性は関連物質の測定

キットの標準液を通常に測定し，濃度と結合放射

能の関連性を検討した．使用したキットはCEA

第一II8・9），　ELSA　CA　19－910），　CANAG　CA　5011），

ELSA　CA　12512），　NSE　RIA（栄研）13）である．

Fig．4に示すように，　CEA，　CA　50，　NSEではす

べての標準濃度で低結合放射能が観察された．ま

た，CA　19－9，　CA　50では高い結合放射能がみら

れたが，その濃度に比例した増加関係はみられな

かった．

　6．POAの分子tおよび糖鎖構造について

　POAの分子量はGelderらによってすでに
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Table　3　POA　in　serum　and　ascites，　before　and　after　neuraminidase　treatment

Neuraminidase　treatment

before after ％of　increase

Serum　1（Pancreas　carcinoma）

　　　2（Pancreas　Ca）

　　　3（Colon　Ca）

　　　4（Colon　Ca）

　　　5（Gastric　Ca）

　　　6（Cholangioma）

　　　7（Hepatocellular　Ca）

　　　8（Bladder　stone）

　　　9（Undefined）

Ascites（from　identical　pt，　of　serum　I）

15．66（U／ml）

8．68

28．83

30．07

29．14

15．81

21．08

31．00

26．04

4．03

16．90

18．60

40．92

49．6↑

32．55

17．36

27．60

35．65

27．90

3．72

　7．9

114．3

41．9

65↑

11．7

　9．8

30．9

15．0

　7．1

－
7．7
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Fig．3　Comparison　of　the　dose－responce　curves　between　the　standard　preparations　and

　　　serum　samples（a），　and　calculated　values　of　the　samples　by　dilution　factors（b）．

800～900kdalton2）とされているが，他の報告者

は40k4）あるいは3．7　k　dalton7）とも報告してい

る．そこで本測定法が，このうちのどの分子量の

ものを認識しているかを推定する目的で，POA

高濃度の血清試料をSephadex　G　200カラムにか

けリン酸バッファー（0．2M，　pH　7．2）で溶出した

ところ，800～1，000kdaltonに検出測定される

抗原の溶出ピークがみられ，nativeな状態では

Gelderらの分子量に近似したものがその抗原と

考えられた．また，9種の血清試料（膵臓癌2，胃

癌2，大腸癌2，胆嚢癌1，肝臓癌1，胆石症1，不

明1）と膵臓癌の腹水1例を，あらかじめNeura－

minidase（0．5　U／m1，　Nacalai　Tesque）で処理し，こ

れを未処理のものと比較した．Table・3に示したよ
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Fig．4　Cross－reactivity　of　the　other　tumor　markers．

0 15
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Colo－rectal　ca． ・時 w」一’・… 31 58．1

Hepatocellular　ca． 　．
一● ⇔●“　●　　』◆　　　　　　　　● 24 79．2

Pancreas　ca． ● 16 81．3

Bile－cyst，（hct　ca． “⇔ 8．∪　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　・ 13 69．2

Uterus　ca． 罐⇔－s“ ・　　　　　　● 14 50．0

Ovary　ca． ξ哩冑ト ●　　　　　　　　● 20 30．0

Breast　ca． ・ξ・“4』・　8　　・ 19 73．7

Urinary　bladder　ca． ■ ●　　　　● 4 50．0

1くidney　ca． ● ●　● 3 66．7

Diabetes　mellitlls ．4u ■　　■ 9 22．2

Benign　hepato－d． 子 ●●　●●■　　●　　　　　●　　　　　　　　　　　　● 13 61．5

Pancreatitis ‘◆　・
●■ 6 33．3
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÷・・

．■　　　　・　　　． 10 40．0
l　　　　　　　　　l　　　　　　　　　l

　　　1）rmber　of　cases，2）　％of　positives（rver　15　U／ml

Fig．5　Distribution　of　serum　POA　values　calibrated　with　POA　IRMA　kit（Shionogi）in

　　　　　various　diseases　and　norma1　controls．

うに，血清ではいずれの場合もNeuraminidase

処理によりPOA値は上昇し，特に試料2の場合

はこの処理により2倍以上増加した．しかしこの

増加においては，未処理血清POA濃度や疾患

との関連性は認められなかった．また腹水は血

清試料1と同一患者の一例のみの比較であるが，
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3

Neuraminidase処理でやや低値となった．

　7e臨床的検肘

　健常献血者76名（21～55歳）の採取後2週間以

内（－20°C保存）の血清中POAを測定したとこ

ろ，その値は4．45から17．44U／mlに分布し，ほ

ぼ対数正規分布性がみられ，7～8U／m1にそのピ

ー クがみられた．そこで，測定値の対数について

平均値と標準偏差を求め，これを真数に変換した

ところ，平均値は8．49U／mlであり，平均＋2標

準偏差を取ると15．lU／mlとなった．また，実分

布上では15U／ml以上は1例（1．3％）のみである

ことから，15U／mlを正常範囲のカットオフ値と

した．そこで，各種悪性疾患および良性疾患の血

清サンプルについてPOAを測定し，この結果を

Fig．5に示す．膵臓癌ではその陽性率は81．3％で

あったのに対して，肝細胞癌79．2％，乳癌73．7％，

胆嚢・胆管癌69．2％，結腸・直腸癌58．1％およ

び胃癌55．8％などで高陽性率であった．一方，

良性疾患では肝炎・肝硬変などで66．7％の高陽

性率が認められた．一方，－20°Cで保存後2年

を経過している健常者血清サンプル66例を測定

したところ，ほぼ正規分布性がみられ，最小3．1

U／mt，最大27　U／m1，平均15．3　U／m1であり，長

期保存血清ではPOAが高値化する傾向が観察さ

れた．

　このほか，血清以外の試料として，正常妊婦の

出産時における羊水および正常児の胎便と，悪性

疾患ではない成人の小腸抽出液についてもPOA

値を測定した．試料としての羊水は採取後遠心分

離（4°C，15　min，　3，000　rpm）を行い，その上清を測

定した．胎便は同容量の過塩素酸液（0．6M）を加

えHomogenizeした後，遠心分離（4°C，1hr，3，000

rpm）を行い，この上清を測定した．また，成人

の小腸は生理食塩水で洗浄した後，ほぼ等容量の

Trisバッファー（0．2　M，　pH　7．4）を加えてHomo－

9enizeし，これを遠心分離（4°C，10・mir，15，000

Fig．6　1nterrelationship　between　POA　values　cali－

　　　brated　with　POA　IRMA　kit（Shionogi）and　the

　　　other　tumor　markers．
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Table　4　POA　in　20　amniotic　fluid　samples　after

　　　　delivery

Number　ofcases　％of　cases

Under　1．5　U／ml

1．5－2．O　U／ml

2．0－3．O　　U／m～

Over　3．O　U／m1

（

∠
4
．
（
5
1

1
0
（
U
～
》
5

／

0
〔
∠
－

rpm）後，その上清を測定した．　Table・4に示した

ごとく羊水の60％がPOA値1．5　U／m1以下であ

り，羊水中にはPOAがほとんど含まれないもの

と考えられた．一方，胎便には平均14U／ml（3

試料）のPOAが観察され，高値ではないものの

胎便由来のPOAが羊水中に反映されていない可

能性が示唆された．また，正常小腸では回腸では

平均6U／g（wet　weight）（2試料）と低値であった

が，十二指腸では54U／g（wet　weight）（2試料）と

かなり高濃度のPOAが存在していた．

　8．他の腫瘍マーカーとの相関性について

　従来の腫瘍マーカーとしてCEA（CEA第一
II8・9）），α一フェトプロテイン（α一フェトリアビー

ズ14）），フェリチン（フェリチン第一II15）），　TPA

（TPA第一」6）），　CA　19－9（ELSA　CA　19－gio）），なら

びにCA　50（CANAG　CA　501RMA11））に対する

POAの相関性を観察した．その結果，　Fig．6に

示したごとく，いずれの他の項目とも有意な相関

性は認められなかった．CEAのカットオフ値を

2．5ng／ml9）とし，また，　POAを前述のように健

常例の測定結果から15U／m1とすると，　CEAは

46．8％，POAは52．1％の陽性率であった（Fig．6a）．

また，α・フェトプロテインのカットオフ値を10

ng／ml14）とすればその陽性率は20．1％であり，

POAは51．1％であった（Fig．6b）．フェリチンで

はカットオフ値を健常男子の上限310ng／m115）

とすると，その陽性率は25．8％に対してPOAは

47．4％であった（Fig．6c）．　TPAではカットオフ

値を110U／L16）とすると57．4％，　POAは30．9％

の陽性率であった（Fig．6d）．　CA　19－9では37　U／

mli7）をカットオフ値とすると陽性率は32．2％で

あり，POAでは28．9％であった（Fig．6e）．さら

に，CA　50では当施設独自のカットオフ値を設定

できていないので，Stena　Diagnostics社の取り扱

い書による23u／m118）を利用すると，その陽性

率は54．9％，一方，POAでは37．8％であった
（Fig．6f）．

IV．考　　察

　Gelderら2）が開発したPancreatic　oncofetal

antigen（POA）および抗POA抗体によるIm－

munoradiometric　assay（IRMA）キット（シオノギ

製薬）について検討した．本キットに応用されてい

る固相抗体はポリクローナル抗体であり，Gelder

らの報告と同一のものと考えられるが，1－125標

識モノクローナル抗体については明らかではなく，

測定系としてGelderらのロケット免疫測定法2）

とどのように異なるかは現在のところ不明であ

る．

　測定条件に関する基礎的検討では，標準的測定

法でほぼ満足できる成績が得られたが，測定値変

動幅が大きいように思われた．本キットは測定法

ですでに述べたように，標準液は300　Ptlを直接採

取するのに対して，測定試料は10μ～を採取し，

さらに緩衝液300　Ptlで希釈する方法を採用して

いるため，希釈誤差が結果的に31倍に拡大され

ることが測定誤差の一因となっていると考えられ

る．そこで，採取試料を25μ1と変え13倍の希釈

測定方法としてアッセイ内変動を求めたところ，

平均値3．3U／m1の試料でもCV－5．3％と前方法

に比較して良好な結果が得られることが証明され

た．しかし，この方法は21U／m1が測定限界とな

るので実用的ではない．Fig．3aに示すように測

定条件によっては1．6U／ml以上でも結合放射能

の飽和現象がみられないことから，さらに高標準

濃度を付け加えて希釈倍率による誤差を低くする

ことも，測定法の問題を解決する一方法であろう．

また現状の測定上の注意点としては試料の10μ1

および緩衝液の300　1‘1採取を厳密に行い，また

両者の容量的比率を前もって正確に設定しておく

必要があると思われる．

　添加回収率においてもやや不良な結果であった

が，血清試料に対して標準液の濃度が1／31のレ
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ベルであるため，両者が等しい濃度の関係にある

通常の方法による評価に無理があったように思わ

れる．

　他の腫瘍マーカーとの交差性では，各測定法の

標準液を使ったため，高濃度での交差性は判定で

きないものの，少なくとも各項目に対してDose－

dependentな結合放射能の増加がみられないので

交差性はないと考えられる．CA　125とCA　19－9

で結合放射能が高いが，これらの標準液は細胞の

培養液由来1？）と考えられることから，細胞がCA

125やCA　19－9と同時にPOAも産生し，標準液

に一定量のPOAが混入しているものと思われる．

Fig．4のようにCA　19－9とは正の相関関係がみ

られず，また，CA　19－919）と抗原構造の類似した

CA　5020）とも相関性がみられなかった．また，

GelderらによればPOAは糖タンパク質であり，

抗原決定部位はタンパク部分にあるとされるので，

POAはこれら糖鎖抗原とは異なった膵臓癌由来

の抗原であると考えられた．一方，Gelderら2）に

よればPOAはNeuraminidase処理および過塩素

酸抽出に対してsensitiveであるとされているが，

血清試料をあらかじめNeuraminidaseで処理する

とPOA値はむしろ増加し，腹水試料ではほとんど

影響がみられなかった．これは血清中のPOAに

は非還元末端にシアル酸が存在していることを示

唆しており，このシアル酸が立体構造的に抗原決

定部位を一部maskingしている可能性も考えら

れた．これに対して腹水中のPOAはシアル酸を

持たず糖鎖構造として血中のそれと異なり，通常

の血中分泌糖タンパクと同様，このシアル酸の有

無が血流中へのPOA出現に関与しているかどう

か興味深い．島野ら6）が腹水中PCAA（後にPOA

と免疫学的に同抗原とされた21））を抽出精製し，こ

れの糖鎖を調べてシァル酸含量が大変少ないとし

ており，われわれの結果と良く符合していた．し

たがって，Gelderらの血清由来のPOAと島野ら

の腹水由来のPOAは糖鎖構造に違いがあった可

能性も示唆される．さらにわれわれは胎便から過

塩素酸抽出を行った試料でも測定可能量のPOA

を確認した．これは無処理の状態のPOAとの比

1453

較を正確に行っていないので断定はできないが，

POAが必ずしも過塩素酸抽出によって抗原性を

失わないと思われた．一方，POAの分子量につ

いてGelderらはSepharose　6Bカラムを用いて

800～900kdalton2）と報告しているが，　Sephadex

G200によるわれわれの測定でも800～1，000k

daltonが観察され，低分子量のPOAは検出され

なかった．したがって，このPOA　IRMAでの認

識抗原も先の報告のPOAに近似したものと考え

られた．またPOAは胎便には含まれているが羊

水中にはほとんど検出されなかったので，胎便か

ら羊水への流入はほとんどないものと考えられ，

胎便に存在し羊水にも多量に認められるTPAの

場合16）とかなり異なった傾向でもあった．この原

因として，TPA22）に比較してPOAがかなり高

分子であることもその一因かもしれない．また，

Gelderら2）によれば成人組織ではPOAは結腸お

よび小腸に局在するとしているが，われわれの検

討でも小腸の近位部位である十二指腸に多量に存

在していた．これらから，POAも一正常抗原であ

る可能性もあり，十二指腸でその合成がなされる

ばかりでなく，近位小腸には膵管，胆管が合流し

ていることから，これらの起源臓器である膵臓や

肝臓でもその合成が行われている可能性も考えら

れた．また，POAは高分子2・6）と低分子4・5・7）のも

のが報告されているが，これもCEAやCA　19－9

のように脂質成分と結合して高分子となり易く，

デタージェント等で低分子化される可能性もある．

これら多くの点についてはさらに検討の余地があ

ろう．

　最後に，特定な疾患に片寄らず各種腫瘍マーカ

ーの陽性率を比較すると，TPAが57．4％，　CA　50

が54．9％，CEAが46．8％，　CA　19－9が32．2％，フ

ェリチンが25．8％およびα一フェトプロテインが

20．1％などの陽性率であったが，POAは最大

52．1％，最小28．9％，平均41．4％の陽性率であっ

た．また，特定の疾患では膵臓癌でPOAは81．3％

の高陽性率であったが，肝細胞癌，乳癌，胆嚢・胆

管癌，結腸・直腸癌および胃癌などでも高陽性率

が認められた．すなわち，POAは膵臓癌で最も高
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陽性率ではあるが，必ずしも膵臓癌の特異的マー

カーとは断定しがたい結果であった．大浪ら23）も

膵臓癌以外で高い陽性率を報告しているが，金尾

ら24）は膵臓癌の陽性率がきわめて高いとしてい

る．しかし，陽性の判断はその正常範囲に大きく

依存し，測定施設の正常範囲に相当差があるので，

相互施設問の単純な比較はかなり危険を伴う．ま

た健常者の測定値については，Gelderらもシカ

ゴ大学とメイヨークリニック病院での母集団に相

当な違いがある2）ことを報告しており，原因の究

明はできないものの，試料の保存方法によっても

測定値が変動する可能性を示唆している．われわ

れも一20°Cで保存後2年の健常者血清サンプル

66例を測定してみたところ，ほぼ正規分布性が

みられ，最小3．l　U／ml，最大27U／mlで，平均値

は15．3U／mlであり，前述の健常者分布（15　U／ml

以下）と比較すると大きく異なっていた．保存中

にもたらされる変化は数多く考えられるので何ら

断定はできないが，臨床成績を求めるに当たって

現状では止むをえず保存検体を測定する場合が多

いので，保存期間や保存方法については今後の検

討課題であろう．また正常範囲上限を悪性疾患と

のカットオフ値とすることが適当かどうかは他の

腫瘍マーカーも含めて議論の余地があり，本法に

よるPOA値では良性疾患の測定値を考慮すると，

悪性疾患とのカットオフ値は25U／m1前後になる

と考えられた．いずれにしても，POAは従来の

腫瘍マーカーとは全く相関性が認められないので，

特に膵臓癌の場合はCEA，　CA　19－9など従来の

有力なマーカーとの相補的な使用で正診率を上昇

できることが期待でき，今後，健常例も含めて臨

床上の測定母集団をいっそう拡大してさらに検討

する必要があるものと考える．

V・まとめ

　Gelderらの開発した抗体によるPOA（Pancrea－

tic　oncofetal　antigen）IRMA（塩野義製薬株式会

社）について検討を行い以下の知見を得た．

　1）測定方法の基礎的検討の結果現状では指定

測定方法が有用と思われるが，測定値の再現性で

はやや不良な結果がみられた．測定サンプルを31

倍に直接希釈することが一因と考えられるので，

高濃度標準液を付け加えて希釈倍率を低くするこ

となどが改善の一方法と考えられた．

　2）関連する他の腫瘍マーカーとは全く相関性

がみられず，新しい腫瘍マーカーとしての情報が

期待できる．

　3）この抗体が認識するPOAは分子量が
800～1，000　k　daltonであり，　Gelderの報告と近

似している．また血清中では非還元端末にシアル

酸を持ち，腹水中POAはこのシアル酸を持たな

い可能性が示唆された．

　4）膵臓癌で最も高い陽性率がみられたが肝臓

癌や他の悪性腫瘍でも高陽性率が認められ，膵

臓癌特異的マーカーとは評価できないものの，他

の有力なマーカーとの組み合わせが有益と思われ

る．

　5）保存血清と新鮮血清で測定値の乖離がみら

れ正常範囲や陽性率にも影響が考えられるので，

POA本体の基礎的研究とともに，血中や体液中

の存在様式，および保存方法の検討が必要と思わ

れた．
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