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研究成果の概要（和文）：マウス骨端板の骨軟骨境界部に存在するセプトクラストに、表皮型脂肪酸結合タンパ
ク(E-FABP)が発現することを見出した。その突起の形態は軟骨内骨化の活動と関連することが示唆された。
E-FABPはレチノイン酸とも親和性をもつが、セプトクラストはレチノイン酸の過剰や不足に対して、PPARや
CD-RAPを介してアポトーシスや突起減少などの形態変化を示した。メッケル軟骨の吸収にも、セプトクラストが
関与することが分かった。
以上の結果から、生理的な軟骨吸収にセプトクラストは重要な役割を果たすこと、セプトクラストにE-FABPに結
合する脂肪酸やレチノイン酸を介するシグナル伝達機構が存在することが解明された。

研究成果の概要（英文）：We found the expression and localization of epidermal type-fatty 
acid-binding protein (EFABP) in septoclasts at the osseo-chondral junction of the growth plate in 
mice. Morphology of the septoclastic process was associated with an activity of the endochondral 
ossification. As E-FABP has affinity to retinoic acid, septoclasts showed apoptosis or morphological
 changes via PPAR and CD-RAP against overdose or deficiency of retinoic acid. E-FABP-positive 
septoclasts were also involved in absorption of the Meckel's cartilage.
This project reveled that septoclasts play important roles in physiological cartilage resorption and
 they are regulated by signaling pathways via E-FABP-binding fatty acids or retinoic acid. 

研究分野：口腔解剖学・組織学・発生学
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１．研究開始当初の背景 
 
脂肪酸と骨形成 
 摂取する食品と骨成長・改造や骨密度の問
題は，骨粗鬆症の発生頻度の関係から種々の
疫学調査や動物実験的手法により研究がなさ
れてきた。特に魚類や魚油食品に豊富に含ま
れる EPA（エイコサペンタエン酸）や DHA（ド
コサヘキサエン酸）などは体内でカルシウム
濃度を増大させ，カルシウムを体内に蓄積し，
かつ骨強度を改善すると考えられている。EPA
や DHA は n-3 系の長鎖不飽和脂肪酸で，水に
不溶性の長鎖脂肪酸が細胞内で作用するには，
脂肪酸結合タンパク質(fatty acid binding 
protein, FABP)と結合することにより細胞内
への取り込みと輸送が可能になる。 
 
脂肪酸結合タンパク質と骨組織 
  脂肪酸結合タンパク（FABP）は水に不溶な
長鎖脂肪酸と結合し，可溶化する一群のタン
パク質で，脂肪酸の細胞内への取り込み調節，
脂肪酸の細胞質内輸送および脂質の代謝に関
与している（Owada et al. 2006）。n-3系長鎖
不飽和脂肪酸は表皮型 FABP（E-FABP，FABP5）
と脳型 FABP（B-FABP,FABP7）と高い親和性を
もつと報告されている（Owada et al. 2006）
ことから，しかし，骨組織における E-FABP と
B-FABP の局在や役割は明らかでない。また，
E-FABPは骨代謝に関わるレチノイン酸とも結
合することが最近わかった（Schung et al. 
2007）。 
 申請者は前年度までの科研費（基盤Ｃ 
23592710，天野 修：メッケル軟骨の消失機構
とその意義）の実験過程で，マウス胎仔メッ
ケル軟骨を吸収する破軟骨細胞に B-FABP が
局在することを見出した。さらに骨・軟骨組
織全般における FABP の局在を免疫組織化学
的に検索したところ，マウス骨端板軟骨に強
い E-FABP 免疫活性を発現する単核で突起を
有する細胞を多数見出した。また，破軟骨細
胞と破骨細胞にも B-FABP の強い発現が確認
された（下図）。 

左から B-FABP, TRAP, E-FABP, cathepsin B 
  
E-FABPは骨端板軟骨の骨軟骨境界に規則的に
配列し，細い突起を軟骨基質に伸ばしている
の が 確 認 さ れ た 。 Lee ら に よ っ て
septoclast(セプトクラスト，軟骨横隔吸収細
胞)と命名された単核の軟骨吸収細胞である
ことが示唆された。また，周囲の破骨細胞，骨
芽細胞，血管内皮細胞またはマクロファージ
とは異なる細胞であることが，予備実験で確
認された（Bando, Amano, et al. 2nd IADR-
Asia Pacific Region, Bangkok, Thailand 

2013）。 
 
FABP の軟骨吸収における役割 
 Septoclastは非石灰化軟骨基質を吸収する
ことが示唆されており，石灰化した軟骨基質
や骨基質を吸収する破軟骨･破骨細胞と役割
を分担していると推測されるが，両者が異な
る FABP を発現していることから，異なる脂肪
酸を利用してエネルギー代謝をおこなってい
ると推測される。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では，硬組織における脂肪酸代謝の
機序を，特に E-FABP を発現し，脂肪酸代謝と
の関連が全く不明で，かつ研究実績が非常に
少ない septoclast の役割に焦点を当てて解
明する。E-FABPが n-3 系脂肪酸の他に骨端板
に豊富に含まれるレチノイン酸とも結合する
ため，レチノイン酸(RA)摂取異常マウスの
septoclast の形態変化を解析し，その原因か
らシグナル伝達機構を解明する。 
 レチノイン酸は①E-FABP または②RA 受容
体である CRABP-II と結合し，①の場合は細胞
の生存や増殖に，②の場合は細胞死や増殖抑
制に働くと報告されている（Schung et al. 
2007）。 
 以上のことから，「貪食された軟骨基質中の
RAは，E-FABPと結合し，septoclast の生存や
増殖活性を調整する」との仮説を立て，これ
を検証する。 
 
３．研究の方法 
 
共通手技 
・全ての実験系には ddYマウスを使用する。 
・下記の実験系のマウスの，脛骨頭の骨端板
と胎仔のメッケル軟骨を試料として 
(1)B-FABPおよび E-FABPの免疫陽性細胞の分
布と形態を詳細に観察・解析する。 
 抗 B-FABP 抗体および抗 E-FABP 抗体は作製
した東北大学大学院医学研究科大和田教授よ
り供与を受け，既に予備実験・他研究におい
てその特異性や本研究への有効性を確認済み
である。 
 
(2)レーザー走査型顕微鏡を用いた三次元的
微細形態の解析とその変動の解析 
 特に，septoclast の位置，突起の数と長さ，
突起の先端部位についての詳細な観察と比較
を行う。 
 
(3)電子顕微鏡を用いた，軟骨基質部位の超微
構造の解析 
 septoclast は突起の先端部に小規模な微絨
毛を持ち，軟骨基質と接しているので，その
形態を中心に詳細な観察を行う。特に突起の
発達程度は正常と実験群とを比較する。 
 
(4)マイクロダイセクションによる局所的な



遺伝子発現の解析 
 septoclastが局在する骨軟骨境界部と破骨
細胞が密集する骨梁部を切り出し，mRNAの発
現を RY-PCR法を用いて検出する。また，その
発現程度を比較する。 
 
解析項目 
(1)胎生期発生過程の解析 
 脛骨の骨髄腔および顎骨の膜性骨化が観察
できる胎齢 13 日以降の胎仔の組織を解析す
る。FABP陽性細胞の出現する部位，数，形態
的な特徴（成獣での所見との比較）を解析す
る。 
 
(2)生後発生・加齢過程の解析 
 骨成長期間と成長終了後の結果の比較を行
う。E-FABP陽性 septoclastの配列の変化と，
軟骨吸収部位での配置の関係に注目して解析
する。また，マイクロダイセクション法によ
り，組織レベルでの遺伝子発現の変動を RT-
PCR 法で解析する。 
 
(3)FABPノックアウトマウスの解析 
特に，膜性骨化と軟骨内骨化組織の形態異常
の有無，破骨細胞と septoclast の分布につい
て詳細に検索する。ノックアウトマウスの組
織試料は共同研究を行っている山口大学医学
研究科徳田信子教授より固定済み組織の供与
を受ける。 
 
(4) レチノイン酸・ビタミン A異常食を与え
たマウスの解析 
仮説：貪 E-FABP は，脂肪酸だけではなくレチ
ノイン酸(RA)とも結合性があり，peroxisome 
proliferator-activated receptor (PPAR) 
β/δを介するレチノイン酸シグナル伝達に
関与し，細胞増殖を誘導すると考えられてい
る。食された軟骨基質中の RA は，E-FABPと結
合し，septoclast の生存や増殖活性を調整す
る 
 最初に PPAR（RA核内受容体）の各サブタイ
プ（PPARα, PPARβ/δ, PPARγ）の局在を調
べる。 E-FABP と結合する PPARβ /δが
septoclast に局在した場合，本仮説が正しい
可能性があるので，さらに 
①4 週齢マウスにレチノイン酸 300mg/Kg を
soybean oil 200 ㎕ に希釈して経口強制投与
し，48 時間後固定する。対照群には soybean 
oil 200 ㎕を同様に投与する。 
②ビタミンＡ欠乏粉末餌を離乳後から摂取さ
せ，6週間飼育する。対照群には実験群に摂取
させた餌にビタミン A 成分を添加したものを
摂取させる。 
 
(5)n-3系脂肪酸欠乏食を与えたマウスの解析 
n-3 系脂肪酸欠乏マウスは，離乳後に同脂肪
酸欠乏食（原馬 2013）を与えて作製し，次世
代の雄マウスを解析する。 
 
(6)粉末食・流動食を与えたマウスの顎骨の解

析 
咀嚼圧を除いた状態で飼育すると，顎骨の劣
成長が生じるので，下顎頭軟骨における B-
FABP および E-FABP 陽性細胞の分布と，下顎
頭軟骨異常との関連を解析する。 
 
(7)組織計測 
*細胞数・サイズ，突起の数・長さに変化が認
められた場合は，組織計測を行い，統計学的
解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1)骨端板 septoclast の生後発生と形態変化 
 個体発生過程では ,E-FABP 免疫陽性
septoclast は一次骨化中心の形成直後から,
骨軟骨境界部(COJ)の他に,COJ 近傍の骨化帯
にも散在するのが観察された.単位領域当た
りの細胞数は,生後１〜２週齢まで増加し,そ
の後徐々に減少した .E-FABP 免疫陽性
septoclastは,生後３〜４週齢より後,最終的
に COJ に収束した（下グラフ）. 
 この結果は，septoclast が骨髄腔から骨端
板に移動・収束すること，また軟骨内骨化の
活動と septoclast の数の変化が関連するこ
とが強く示
唆された。 
 その結果
から，さら
に胎生期に
遡って詳細
に E-FABP
陽性細胞の
起源とその
変化を調べ
る必要性が
示 唆 さ れ
た。 
 
(2)septoclastにおける E-FABPのシグナル伝
達系の解析 
 FABP の転写シグナルに関わる peroxisome 
proliferator-activated receptor（PPAR）
β/δ の 免 疫 活 性 が E-FABP 免 疫 陽 性
septoclast に検出された（右図）.  
 この結果は, n-3
系 脂 肪 酸 が
septoclast に摂取さ
れ,E-FABP を介して,
ミ ト コ ン ド リ ア
や,PPARβ/δ が転写
調節に機能的役割を
果たす核を含む標的
に細胞内輸送される
ことを強く示唆し
た。 
 
(3)骨端板における E-FABPの遺伝子発現 

cells were shown to gradually migrate and concentrate at

the COJ to resorb the carti lage of the GP. The origin of

these septoclasts is not known yet, but previous studies

have ruled out their origin as being from the monocyte-

macrophage or osteoblastic lineage (Lee et al. 1995; Na-

kamura and Ozawa 1996).

The present study showed that the cellular density of

E-FABP-immunoreactive septoclasts at the COJ gradually

increased from E16 to P2w and thereafter inversely

decreased slightly up to P4w. It is known that from P1w to

P4w, various physiological activities are enhanced in the

proximal tibial GP. For example, the height of the GP,

especially its proliferative zone, shows a marked reduction

(Serrat et al. 2007); the expression of collagen II mRNA is

the highest at P2w (Idelevich et al. 2011); and the

expression of MMP9 mRNA gradually increases during

this period (Idelevich et al. 2011). In addition, the number

of E-FABP-immunoreactive septoclasts was shown to

decrease substantially at P9w (subadult stage), when the

rapid growth period is almost complete. These findings

therefore suggest that the cellular density of E-FABP-im-

munopositive septoclasts corresponds to the physiological

activity of the GP.

The detection of E-FABP-immunoreactive septoclasts in

the metaphysis before P2w suggests that septoclasts at the

COJ were supplied from and migrated along the trabeculae

in the metaphysis and that such a supply for septoclasts

may have been suspended after the rapid growth period.

In the 3D morphological analysis of E-FABP-positive

septoclasts, it wasclear that septoclastshadseveral processes

at P4w. This feature implies that these cells took part in the

resorption of several transverse septa. The presently

observed decrease in number of the immunoreactive cell
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Fig. 6 Embryonic and postnatal development of E-FABP-positive

cells in the proximal tibial growth plate of mice at E16 (a, b), P0w (c),

P1w (d), P2w (e), P3w (f), P4w (g), and P9w (h). Immunoreactivity

for cathepsin B (red) is co-localized with that forE-FABP (green b).

Arrows indicate E-FABP-immunoreactive cells located along trabec-

ulae in the metaphysis (a–e). Scale bars 50 l m

Fig. 7 Chronological changes in the number of E-FABP–immuno-

reactive cells at the chondro-osseous junction or in the metaphysis in

an area of 300 l m width 9 50 l m height or 300 l m width 9 200 l m

height, respectively, in the proximal tibia. Note the increase from E16

to P2w and subsequent decrease to P9w in the cellular density of

E-FABP-immunoreactive cells at the chondro-osseous junction.

Different letters indicate statistical significance among data for the

chondro-osseous junction or metaphysis. Mean and SD are shown on

the line graph. SD is indicated by error bars. (n = 7)
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the COJ was very similar to that at P1w, but very few cells

immunopositive for E-FABP were recognized in the

metaphysis at this time (Fig. 6f, g). In the GP at sub-adult

stage (P9w), numerous E-FABP-immunopositive cells

were arranged along the COJ with a distribution pattern

similar to that at the P3w or P4w stage, but a decrease in

number of E-FABP-immunoreactive cells with a distribu-

tion at wider distances from one another was clearly

observed (Fig. 6h).

Morphometric analyses were performed by measuring

the number of E-FABP-immunoreactive cells at the COJ

and in the metaphysis (Fig. 7). E-FABP-immunopositive

septoclasts at the COJ increased in number from E16 to

P1w–P2w, and then by P9w decreased to about 40 % of the

number found at P2w. E-FABP-immunopositive cells in

the metaphysis also increased in number from P0w to P2w,

and thereafter their number drastically decreased in number

and almost diminished at P4w. The peak number of

E-FABP-immunopositive cells at the COJ was at P2w.

E-FABP-positive septoclasts in the tibial GP were found

initial ly in the primary bone marrow at E16; and they were

concentrated progressively at the COJ with an increase in

their number until P2w, with a decrease thereafter.

3D morphology of E-FABP-positive septoclasts

Septoclasts at P4w had several long processes that elon-

gated toward the transverse septa (Fig. 8a). A number of

short (approximately 3 l m in length) spines from their

apexes were observed (Fig. 8b). These findings were in

accord with the microvillus-like spines observed by elec-

tron microscopy (Fig. 3c).

In P9w mice, E-FABP-positive septoclasts were smaller

than those of P4w mice and possessed several processes

(Fig. 8c); but their number was less than that in P4w mice

(Fig. 8a). Short (approximately 1 l m) spines from the

apexes extended to the transverse septa (Fig. 8d).

Discussion

Specific expression of E-FABP in septoclasts

The present study showed that E-FABP was selectively

expressed/localized in septoclastsexisting along the COJ in

the GP of embryonic and postnatal mice. Osteoclasts

(chondroclasts), osteoblasts, and capillary endothel ial cells

localized at the COJ were immuno-negative for E-FABP.

These observations, together with distinct expression of

E-FABP mRNA at the COJ, as detected by RT-PCR,

strongly suggest that the septoclast was the sole cell type

responsible for expression of E-FABP mRNA at the COJ.

These findings indicate that E-FABP is a specific and

useful marker for the septoclasts, with the advantage of

delineating their entire cell shape including processes. By

use of this novel marker, it is now possible to distinguish

septoclasts from other cells involved in the formation,

resorption, and maintenanceof the bone and carti lage at the

COJ in the GP. For example, septoclasts were clearly

confirmed to occur at juxta-vascular portion of the COJ in

the present study, as previously mentioned by Schenk et al.

(1967) and Nakamura and Ozawa (1996).

Origin and development of septoclasts

The present study revealed that septoclasts expressing both

E-FABP and cathepsin B emerged at E16 when the bone

marrow cavity had just begun to be formed. Thereafter, the

ba c

Fig. 5 Light micrographs of double immunostaining of a proximal

tibial growth plate at P4w for E-FABP (brown by DAB) and each of

the three isoforms of PPARs [green by HistoGreen: PPARa (a),

PPARb/d (b), and PPARc (c)]. Note co-localization of PPARb/d with

E-FABP (arrow in b). Scale bars 50 l m
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 マイクロダイセ
クション法と RT-
PCR の組合せによ
り，同部に顕著な
E-FABP の mRNA の
増幅が認められた
（右図とグラフ）。
骨髄や軟骨部で
は，同遺伝子の発
現は非常に低いこ
とから，E-FABP は
骨軟骨境界部に限
局して強く発現
し，これが同部に
局 在 す る
septoclast に 由
来することが強く
示唆された。 
 
(4)レチノイン酸による septoclast の調節機
構 
 RA 欠 乏 
(ビタミン A
欠 乏 ) で
septoclast
に細胞増殖
抑制と形態
変化（右図）
の誘導因子
で あ る
cartilage-
derived 
retinoic 
acid 
sensitive 
protein (CD-
RAP) が 特 異
的に発現した。RA過剰で septoclast に細胞
増殖の誘導因子である PPARβ の発現抑制と，
アポトーシスマーカーの TUNEL 陽性反応，RA
によるアポトーシス誘導を介する RARβ の局
在が認められた（下図）。 
 本研究結果から，RA 欠乏・過剰における
septoclast の細胞増殖抑制と形態変化は，
PPARβ， CD-
RAP，RARβを
介して引き
起こされる
ことが示唆
された。 
 
 
(5)E-FABP ノックアウトマウスにおける
septoclast の解析 
 正常(WT)，ノックアウト(KO)ともに脛骨骨
端板 COJ において，cathepsin B 免疫陽性
septoclast が観察された。共焦点レーザー顕
微鏡を用いた三次元再構築画像の結果から，
WT の septoclast は細胞体が紡錘形で突起が
骨端板に伸びていたが，KO の septoclast は

細胞体が丸みを帯び，突起が短小化していた。
これらの形態変化から septoclast の軟骨吸
収能の低下が示唆された。cathepsin B 免疫
陽性 septoclast における 3 つの PPAR のサブ
タイプの免疫活性を調べたところ，PPARαは
KOのみに検出された。PPARαは遊離脂肪酸に
より活性化され，β酸化に関与する遺伝子が
調節される。PPARβ/δは WT，KO ともに検出
されたが，PPARγは WT，KO ともに検出されな
かった。これらの結果から，FABP5 ノックアウ
トマウスの septoclast には，E-FABP の代替
となる長鎖脂肪酸またはレチノイン酸輸送タ
ンパクが発現し PPARα ，PPARβ/δを介した
作用により機能維持に関与することが示唆さ
れた。 
 本研究の結果により，septoclast に E-FABP
が欠乏すると septoclast の機能低下が示唆
されることから，E-FABP が septoclast の形
態および機能維持に必須であることが分かっ
た。 
 
(6)メッケル軟骨の septoclast 
 E-FABP 免疫陽性 septoclast は E16 の切歯
歯胚に面するメッケル軟骨中間部の吸収面に
初めて認められ，さらに E17 で吸収が進行す
るとその数が増加した。また E18 で吸収がよ
り進行すると，ほとんど認められなくなった
（下図）。 

ま た von Kossa 陽 性 の 石 灰 化 部 位 に
septoclast は存在しなかった。また，隣接切
片において F4/80 陽性マクロファージは認め
られず，TRAP 陽性破骨細胞は septoclast よ
りやや後方に存在していた。三次元的形態解
析では，septoclast は紡錘形の細胞体から伸
びた数本の突起をもっていたが，突起をもた
ないタイプや扁平な細胞体のタイプ等も認め
られた。 
 septoclastは破骨細胞に先行しメッケル軟
骨の未石灰化軟骨基質を吸収し，その後方で
破骨細胞が石灰化軟骨基質を吸収することで
軟骨組織の吸収に関与していると考えられた
（下図）。ま
た ，
septoclastは
軟骨吸収初期
から吸収末期
においてその
突起の数，吸

Ultrastructure of E-FABP-immunoreactive cells

At low-magnification immunoelectron microscopy, thin

and long cell processes with E-FABP-immunoreactivity

extended along the longitudinal septa toward the transverse

septa (Fig. 3a, b). At the junctional area between these

longitudinal and transverse septa, the end portion of the

E-FABP-immunopositive cell processes possessed micro-

villus-l ike processes that intruded into the cartilage matrix

of the transverse septa (Fig. 3b, c). E-FABP-immunoreac-

tive cells were rich in mitochondria of round shape and

numerous small vesicles and vacuoles. The immunoreac-

tivity was specially condensed on the mitochondrial outer

membrane as well as throughout the entire cytoplasm

(Fig. 3d).

Expression of E-FABP mRNA in the GP

In the RT-PCR analysis of the gene expression for E-FABP

in the cartilage portion of the GP (area I), COJ (area II),

and metaphysis (zone of ossification, area III) of the GP,

which were discretely dissected by use of the laser-

microdissection system (Fig. 4a, b), the expression of

E-FABP mRNA wassignificantly higher in the COJ than in

the metaphysis; and little expression was detected in the

cartilage portion of GP (Fig. 4c).

PPARs in E-FABP-positive septoclasts

PPARb/d was localized in E-FABP-positive septoclasts

(Fig. 5b), whereas the other 2 isoforms, PPARa (Fig. 5a)

and PPARc (Fig. 5c), were not detected in any E-FABP-

positiveseptoclastsat all. Thepositive reaction for PPARb/

d was found throughout the cytoplasm of almost all

E-FABP-immunopositive cells examined.

Ontogeny of E-FABP-immunopositive cells in the GP

At E16, immediately after emergence of the primary

ossifying center (Rugh 1990), E-FABP-immunopositive

cells were distributed relatively more widely throughout

the GP than at postnatal stages. Small E-FABP-positive

cells having a single nucleus and some short processes

were distributed not only at the bottom of the GP (COJ) but

also in the metaphysis a little distance from the COJ

(Fig. 6a). In double immunostaining for E-FABP and

cathepsin B, cells showing co-localization of both proteins

were observed (Fig. 6b), suggesting that the initial devel-

opment of septoclasts expressing E-FABP occurred in the

GP immediately after formation of the primary ossifying

center of long bones during the embryonic period.

In the growing GP of P0w (newborn) mice, many cells

immunoreactive for E-FABPwereobserved at theCOJ, and

a small number of the immunoreactive cells were also

recognized in the metaphysis (Fig. 6c). Cells immunore-

active for E-FABP at the COJ possessed long processes

directed toward the bottom of the GP carti lage. In the tibial

GP at suckling stages (P1w and P2w), E-FABP-immuno-

positive cells at the COJ were increased in number; and the

distancebetween the immunoreactive cellswasshorter than

that at P0w. A small number of E-FABP-immunoreactive

cells was still observed in the metaphysis (Fig. 6d, e).

In the tibial GP of young mice after weaning (P3w and

P4w), the distribution of E-FABP-immunoposi tive cells at
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Fig. 4 Light micrographs showing three microdissected areas of the

growth plate of the proximal tibia in a P3w mouse: cartilage (area I),

chondro-osseous junction (area II), and metaphysis (area III; a, b),

and a graph (c) showing relative levels of E-FABPmRNA determined

by RT-PCR in these three areas of the growth plate. Note significantly

higher expression in the chondro-osseous junction than in the

cartilage or metaphysis. Mean ± SD, ** p\ 0.01, * p \ 0.05

[n = 6]. Scale bars 200 l m (a and b)
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収面に沿った細胞数の変化が認められること
から septoclast の数や形態は軟骨吸収活性
と関連することが示唆された。 
 
(7)流動食・粉末食による影響 
 本研究課題と直接関係する結果は現在解析
途中で，今後発表の予定であるが，咽頭喉頭
筋における骨格筋に発現する心筋型 FABP(H-
FABP)の発現について興味深い知見が得られ,
論文発表を行った（横塚他 2016). 
 
(8)脂肪酸欠乏食摂取動物・加齢動物における
変化 
 試料作製に時間を要した結果，試料自体は
作成できたが，結論に到る十分な例数の結果
を得ておらず，実験継続中である。 
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