
1.　は じ め に

放線菌である Rhodococcus 属細菌は，高 GC 含量の
ゲノムをもつグラム陽性菌で，有機溶媒に対して耐性を
示し，脂肪族，芳香族および複素環式化合物などを変換
する生体触媒活性が強い菌株なども見出されている 4,13）。
この細菌は，難分解性環境汚染物質の分解について研究
が進められている一方，触媒反応を強化したコモディ
ティケミカルスの生産に初めて成功した菌としても知ら
れる（本属細菌の，触媒能力やその特徴についての詳細
については本誌他の解説を参照されたい）。
この細菌はゲノムに加え，巨大な線状・環状のプラス
ミドを保持しており，同属同種でも，株が異なると細胞
内プラスミドの構成が異なる事が知られている 14）。プ
ラスミドの中には，接合により細胞間を移動できる事が
確認されていることから 3,27），Rhodococcus 属細菌は，
水平伝播による遺伝子の取り込みによって細胞内におけ
る遺伝子構成の多様性を獲得してきた可能性がある。こ
の遺伝子の多様性が，上述した細胞株依存的な特徴ある
触媒活性を示す大きな要因になっていると考えられる。

Rhodococcus属細菌は，同菌を「反応場」として物質
の生産や分解をはじめとして多目的用途に利用出来るほ
か，遺伝子資源として新規有用遺伝子の獲得が期待でき
る。しかしながら，これまで Rhodococcus 属細菌を宿
主としたベクターの開発について報告はあるものの，必
ずしも汎用性に長けているわけではかった。また，同属
細菌の機能改変技術については非常に限定された技術の
みが使用可能であった。
このような事から，Rhodococcus属細菌を宿主として
機能タンパク質を発見・精製しその利用を図る技術，機
能タンパク質を高発現・蓄積した高機能型細胞の構築に
よる物質の資化や生産に関する技術の開発には，本菌に

至適化された汎用型宿主‒ベクター系の開発が必須であ
る。本解説では，筆者らがこれまで開発してきた Rho-
dococcus属細菌を利用した宿主‒ベクター系を中心に紹
介したい。

2.　発現ベクター

放線菌 Streptomyces 属，Mycobacterium 属，Coryne-
bacterium 属などでは，発現ベクターが既に構築され，
誘導型ベクターについても系が確立しているが，Rho-
dococcus 属細菌においては，大腸菌とのシャトルベク
ターの開発が中心で，タンパク質発現に至適化した汎用
型ベクターはこれまでほぼ皆無であったと言っても言い
過ぎではない 18,21）。
細胞内に組換えタンパク質を発現・蓄積させる場合，
細胞増殖に対して阻害効果を示すタンパク質や不溶化し
やすいタンパク質などの発現に対してはタンパク質の発
現を制御可能な誘導型プロモーターを配したベクターが
必要となる。これは，発現するタンパク質のもつ触媒機
能を不必要に働かせないようにすることや，過剰発現に
よる封入体形成を抑制する事によって可溶化タンパク質
としての回収が期待できるからである。ここでは R. 
erythropolis 由来の複製起点の異なる 2 種の内在性プラ
スミド pRE2895（θ- 型複製）と pRE8424（rolling circle
型複製）を利用した発現ベクターについて紹介する。

2.1.　誘導型および構成型発現ベクター

筆者らによって，pRE2895 と pRE8424 を基本骨格と
した Rhodococcus 属細菌用の発現ベクター，pTip と
pNit ベクターが開発されている（図 1）22,23）。pTip，
pNit ベクター共に大腸菌とのシャトルベクターで，
pTip は誘導型，pNit は構成型発現ベクターである。
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pTip には誘導型プロモーターとして，Streptomyces 属
細菌で研究・利用されている tipA遺伝子のプロモーター
が導入されている 10,19）。このプロモーターは，各 6塩基
からなる -10 ボックスと -35 ボックスが 19 塩基を挟ん
で配置したヘアピンループ構造をとる DNA 配列をも
ち，tipA 遺伝子産物，TipAL タンパク質により活性化
される 5）。その作用機序は，まず最初に tipA 遺伝子の
単一 ORF から翻訳される長さの異なるタンパク質，
TipAL と TipAS の内，TipAL の C- 末端に局在する Cys
残基にチオストレプトンが共有結合する。ついで，tipA
プロモーター領域に結合する TipAL- チオストレプトン
を介して RNA polymeraseの同領域への親和性が著しく
上昇することで転写が誘導されると考えられる 2）。チオ
ストレプトンは，23S rRNA 上の翻訳伸長因子 EF-G 結
合領域に結合し，タンパク質翻訳時のリボソーム転移を
阻害する環状ペプチド構造を持つ抗生剤の一種として知
られる。TipALは微弱ながらも構成的に発現しており，
チオストレプトンが結合する事で著しく自己発現誘導さ
れると共に，他の tipA プロモーター下流の遺伝子群の
発現を誘導する。本転写制御因子は，細菌由来転写制御

因子 MerRファミリーの一つに分類され生化学的な解析
等が行われているが， tipA 遺伝子産物においては TipAS
についてその構造が決定されており 12），TipAL にを介
した遺伝子発現の分子レベルでの詳細な制御機構は不明
である。
この tipA 遺伝子を放線菌 S. coelicolor よりクローニ
ングし，TipAL が構成的に発現するよう Rhodococcus
属細菌由来プロモーターの下流に連結した遺伝子断片と
チオストレプトン耐性遺伝子を上記シャトルベクターへ
組み込みこんだ。そして，tipA 遺伝子上流域にコード
されている tipA プロモーターとその下流に外来遺伝子
を導入できるようにマルチクローニングサイトを導入
し，誘導型発現 pTip ベクターを構築した（図 1）。この
ベクターは，R. erythropolis，R. facians，R. opacusな
どへ形質転換可能であるが，R. rhodochrousや R. ruber
への効率は非常に低く，この形質転換効率の違いは，後
者の 2 種は，形質転換可能な前者の 3 種が示すグルー
プとは進化的に早い時期に分岐しており，プラスミドの
複製に関与する因子群が機能的に相補できない可能性が
考えられる 23）。

図 1 ．Rhodococcus属細菌を宿主とした各種発現ベクター。
誘導型発現ベクター（上図左），構成型発現ベクター（上図右），共発現ベクター（下図左）の各発現ベクターは大腸菌とのシャ
トルベクターで，Rhodococcus属細菌で自律増殖に必要な遺伝子，rep（rolling circle型）あるいは repAB（θ - 型）のどちらか
が組込まれている。抗生剤耐性遺伝子も Tet rあるいは Chl rのどちらかが組み込まれており複製様式と抗生剤耐性遺伝子の組合せ
により使用するベクターを選択できる。下図右は，レポーター遺伝子として古細菌由来プロリンイミノペプチダーゼ遺伝子（pip）
を利用して，誘導型プロモーター支配下におれるチオストレプトン依存的な発現変動を確認。
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tipAプロモーターは，S. coelicolorより Rhodococcus
属細菌由来宿主の同プロモーターがより強い活性を示す
と考え，Rhodococcus opacus PD630株より tipA遺伝子
を単離し，そのプロモーター活性を測定してみると確か
に S. coelicolor由来のものよりも誘導活性は高い事が判
明した 5）。しかし，R. opacus由来 tipAプロモーターは
チオストレプトン無添加の状態でも細胞内にレポーター
遺伝子の発現が確認され，チオストレプトン非存在下に
おける発現がある程度高いことが示唆された。S. coeli-
color 由来プロモーターでは誘導剤非存在下では非常に
低い発現しか確認されない事から，tipA プロモーター
に関しては，使用する宿主の近縁細菌よりはむしろ遠縁
の細菌由来のものを使用することでより発現制御が容易
になったと言える。
構築した発現ベクターによるタンパク質発現は R. 

erythropolis を宿主とした場合，4 度から 30 度のいずれ
においても可能で，チオストレプトン添加により有意な
発現を確認する事が出来る（図 1）。また発現時に使用
するチオストレプトン量も 10 ng/ml 程度の濃度から発
現が誘導され，最大発現量は 1 µg/ml 程度の終濃度で確
認される。タンパク質の発現速度は，30 度で培養した
場合 16 時間程度でレポーター遺伝子産物の細胞内蓄積
量が最大になることが確認されているが，発現温度を低
くするとそれだけ誘導に時間を要する 22）。この発現誘
導は，チオストレプトンが TipAL タンパク質に共有結
合するため，一旦発現が ON になると培地からチオス
トレプトンを取り除いても転写活性は OFF にはならな
い。細胞増殖や分解などにより細胞内チオストレプトン
結合型 TipAL の濃度が下がるまでは発現が継続される
ため，継続的な発現系の構築には適した系であると考え
られる。

pNit ベクターに用いた構成型プロモーターは，誘導
型発現ベクターの改良を進めている際，偶然発現レベル
の高いプロモーターとして利用できるものが見つかった。
tipAプロモーターの -35 ボックスはそのままに，-10 ボッ
クス配列（CAGCGTG）のみ細菌のプロモーターとして
よく保存されている同ボックス配列（TATAAT）に改変
すると，もはやチオストレプトンによる発現制御が不能
になり，構成型プロモーターへと機能改変されることが
見出された 23）。レポーター遺伝子を用いた発現解析か
ら，改変プロモーターにより構成的に発現されるタンパ
ク質レベルは，pTip ベクターによる最大誘導活性時の
ほぼ半分であり，タンパク質の発現レベルとしては充分
であった。この改変プロモーターを導入した構成型発現
ベクター（pNit ベクター）の開発により，誘導型ベクター
と組み合わせた多様な発現系が可能となった。

2.2.　発現系の多様性と応用

上述した，pTip，pNit ベクターにはそれぞれ 2 つの
異なる複製開始起点（pRE2895 と pRE8424 由来）を組
込んであるため，複製開始起点の異なる 2種のベクター
を組合せて形質転換すれば両プラスミドは不和合性を示
さず細胞内に保持させる事が可能である。また，
pRE2895 由来複製開始起点は，抗生剤による選択圧を
かけていないと細胞から抜け落ちるように細胞内安定性
をあえて下げて構築している。そのため，プラスミドシャ

フリング様の使い方も可能で，2 種のプラスミドを細胞
内に保持させておいて片方のプラスミドだけ細胞から欠
落させる事も可能となる。最近，37 度の培養条件下で
はプラスミドの複製・維持が困難なプラスミド（pB264）
も報告されており 15），こうした温度感受性プラスミド
を利用した発現系構築や機能解析も有用なツールになる
と考えられる。
上記，2 種のプラスミドによる共発現系に限らず，同
一ベクター上に 2 種のプロモーターを配した共発現用
ベクターの構築も行われている 18）。一方が構成型プロ
モーターに対して他方が誘導型プロモーターであるた
め，遺伝子の発現タイミングをずらしたタンパク質の発
現も可能となる。本ベクターの使用には，宿主細胞に
tipA 遺伝子とチオストレプトン耐性遺伝子をあらかじ
め導入しておく必要があるが，複数のタンパク質を同一
ベクターより発現させる系としては有用であると思われ
る。
以上記載した各種ベクターの開発により，タンパク質
生産時におけるプロモーター（誘導型・構成型）の選択
や，ベクターがもつ複製開始起点の選択により，単一タ
ンパク質から複数のタンパク質共発現系の構築まで，多
様な発現系の構築が可能となった。筆者らはこれまで
500 種以上のタンパク質について発現系を構築し発現を
試みてきたが，遺伝子情報からそのタンパク質の発現や
可溶性の可否，発現量を予測することは非常に難しい。
現状での大腸菌を宿主とした発現系と比較して R. eryth-
ropolis を宿主とした場合の特徴的な発現例を以下に記
載する。
まず最初に大腸菌では細胞増殖阻害活性を示す酵素や
不溶化する酵素について，低温環境下で発現させる事に
よって発現可能になる場合が観察された。低温でのタン
パク質生産は，タンパク質の機能（酵素）活性を抑制す
ることのみならず，タンパク質の不溶化（封入体形成）
を防ぐ別の効果を示すと考えられる。タンパク質の不溶
化要因としては，1）タンパク質生産速度が速すぎるた
めに局所的にタンパク質濃度が高まったこと，2）細胞
内還元状態の違い，3）翻訳後修飾系が存在しないこと，
4）シャペロンやフォルダーゼなどの不適切な相互作用，
5）非特異的なジスルフィド結合などが予想される。
Rhodococcus属細菌では，還元状態をはじめ細胞内環境
が大腸菌とは異なると推定されるため，低温での発現に
よるタンパク質合成速度を低下させる事との相乗効果に
より結果として既存の系とは異なるタンパク質生産能を
示すのかもしれない。
次に，GC 含量の高い微生物由来のタンパク質の方が
平均的に発現効率は高いようである。Streptomyces 属細
菌をはじめとして GC 含量が 60–70％と高い遺伝子と，
GC 含量の高くない生物種由来の遺伝子を用いたタンパ
ク質発現では平均的に前者の遺伝子によるタンパク質発
現が高い。一般的に，発現する遺伝子と宿主のコドン使
用頻度の違いがタンパク質発現効率と有意な相関を示す
のか未だ決着は付いていないと思われるが，本発現系で
は上述のようにある程度の傾向が見て取れる。また同一
微生物由来の遺伝子について大腸菌では発現できても
R. erythropolis では発現できない場合もある。しかし，
大腸菌では発現できなかったタンパク質の 3 割程度に
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ついては R. erythropolis では発現が可能になるなど，明
らかに大腸菌とは異なる成績が得られている。一方，組
換えタンパク質精製の観点からは，His-tag を融合した
タンパク質精製時に，Ni-NTA Sepharose などの精製担
体に対して非特異的に吸着する宿主由来タンパク質が大
腸菌に比べて少ないことから，大腸菌の発現系より精製
度が高いタンパク質を調製出来るという利点もある。い
ずれにしても，発現するタンパク質に応じて本発現系と
大腸菌の系を併用する事で互いの欠点を補う発現系の構
築が可能であると思われる。

3.　宿主細胞の機能改変

3.1.　リゾチーム感受性株

宿主細胞として利用した Rhodococcus 属細菌は，グ
ラム陽性菌であるため一般的にリゾチーム（EC3.2.1.17）
（細菌細胞壁のムコペプチドなどに存在する N- アセチ
ルムラミン酸（MurNAc）と N-アセチルグルコサミン
（GlcNAc）間の β-1,4 結合間を加水分解する酵素）に対
して感受性を示すと予想されるが，実際は強い耐性を示
す。リゾチームを数 mg/ml の濃度になるよう培地に添
加しても細胞増殖には何ら影響を示さない。また細胞壁
は強固で破砕が非常に困難であることから，細胞内タン
パク質の回収効率は著しく低い。そこで，発現したタン
パク質の精製効率を高めるため，UV照射による変異 R. 
erythropolis ライブラリーからリゾチーム感受性を示す
L-88と L-65と名付けられた変異株が取得された（図 2）17）。
得られた変異株 L-65 と L-88 は，リゾチーム濃度が
12.5 µg/ml 程度で溶菌する非常に感受性が高い株であっ
た。リゾチーム感受性を引き起こした原因遺伝子を探索
すると，L-65 と L-88 株の両株で同一のもので，コリネ
属細菌で同定されていた ltsA 遺伝子のホモログである
事が判明した。lts 遺伝子は，グルタミンからグルタミ

ン酸ヘ触媒するグルタミナーゼ活性と，脱アミノ化によ
り得られるアンモニアを ATP 依存的に基質にアミド化
する 2 反応を触媒するグルタミンアミドトランスフェ
ラーゼファミリーに属する酵素をコードしている遺伝子
として知られる 9）。L-88 と L-65 株における ltsAはとも
に点突然変異が確認されており，グルタミナーゼ活性を
指標とした生化学的な活性測定でも明らかに野生型酵素
に比べて触媒活性の低下が示された。Rhodococcus属細
菌ではペプチドグリカンの D-Glu と meso-DAP（diami-
nopimelic acid）がアミド化されている事から 8,26），LtsA
タンパク質は，ペプチドグリカンの架橋構造に影響を及
ぼしていると考えられる。
本リゾチーム感受性変異株は，細胞増殖や発現ベク
ター導入効率，そして組換えタンパク質発現量において
野生株と何ら遜色もないことから，組換えタンパク質発
現系の宿主として非常に有用な菌株である。

3.2.　プロテアーゼ欠損株

大腸菌を利用した発現系でよく利用される宿主は，
ompT と lon の両プロテアーゼ遺伝子が欠失しておりタ
ンパク質発現時そして精製時における非特異分解を抑制
するような変異株である。微生物における細胞内タンパ
ク質は，そのほとんどが ATP- 依存性プロテアーゼによ
りオリゴペプチドへの初期分解を受けた後に，各種ペプ
チダーゼによりアミノ酸までの分解を受ける。このこと
から，細胞内 ATP- 依存性プロテアーゼの欠損により，
組換えタンパク質の細胞内蓄積効率が高まる可能性があ
る。そこで，Rhodococcus属細菌に発現しているプロテ
アソームについてその欠損株を作製し，組換えタンパク
質の蓄積量が調べられた。プロテアソームは，α と β
の 2 成分からなる高分子量複合体プロテアーゼで，
ATPase 複合体と相互作用しながらタンパク質を分解す
る，高等動物まで広く保存されている酵素である。こ
の，β サブユニットの遺伝子破壊株を作製しタンパク質

図 2 ．リゾチーム感受性変異株。
L-65と L-88変異株におけるリゾチーム感受性は，リゾチーム濃度を 12.5 µg/mlに添加する事でプレート上では培養不能となり（上
図左），液体培養でも同濃度のリゾチーム添加により溶菌が確認される（上図右）。下図では，両変異株における形質転換効率が
野生株と遜色ないことを示している。
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発現を検討すると，タンパク質によっては明らかに細胞
内蓄積量が増加している事が判明した。Streptomyces 
lividans を用いた同様の実験でも，プロテアソーム欠損
株での発現タンパク質の蓄積量が増加する結果が報告さ
れており 11），蓄積増加が見られたタンパク質は，野生
株ではプロテアソームによって優先的にあるいは選択的
に分解を受けていた可能性がある。大腸菌では ClpPX
により分解される細胞内タンパク質の同定と，分解シグ
ナルについての解析が行われている 7）。ClpP は真生細
菌には広く保存されていることから，Rhodococcus属細
菌でも同様の分子認識と分解が行われている可能性が高
い。今後は，プロテアソームを介したタンパク質分解系
の解析により細胞内タンパク質の安定性を高めるための
基盤情報が得られる可能性がある。

4.　トランスポゾンベクター

タンパク質の発現，あるいは宿主細胞の機能改変や有
用遺伝子探索に向けて更なる研究を進展させるため，R. 
erythropolis NI86/21 より挿入配列 IS21ファミリーに属
する IS1415 を利用したトランスポゾンベクターが開発
された 20,24,25）。IS21ファミリーはトランスポザーゼ（IstA）
とコインテグラーゼ（IstB）それぞれをコードする遺伝
子がオペロン構造をとり，その両端に反復配列が配置し
ている 1）。そして IstAB の働きにより，反復配列に挟ま
れた領域をゲノム中に転位する事が可能になる。そこで，
この反応を利用して，IS1415 を改変した図 3 に示すよ
うなトランスポゾンベクター pTNR が構築された 24）。
本ベクターの特徴は，大腸菌での自律増殖が可能である
が Rhodococcus属細菌内での自律複製が出来ないこと，
istAB を挟んでいた反復配列を，大腸菌と Rhodococcus
属細菌内の両細胞で機能するカナマイシン耐性遺伝子
（kan）と大腸菌の ori を挟むように逆向きに配し，この

挟まれた領域が宿主細胞のゲノム内に転位されること等
である。このような特徴から，pTNR により遺伝子挿入
された部位が容易に同定する事が可能になる。即ち，ゲ
ノムに挿入されるのは，上述した抗生剤耐性遺伝子と
ori であるため，挿入された両遺伝子領域を消化しない
制限酵素でゲノムを切断し，閉環化した環状 DNA を大
腸菌に形質転換すると，ゲノム挿入部位周辺を含むプラ
スミドとして回収する事が可能になる（図 4）。

IS1415 における転位は任意の 5 から 7 塩基配列（認
識される配列の 9割は 6塩基配列）を認識して起こる。
認識配列が短いため，非特異部位に DNA 断片が転位し
た変異ライブラリーの構築が可能である。また，R.
erythropolis を宿主とした場合の変異体作製効率は，こ
れまで報告されている Rhodococcus 属細菌を宿主とし
たトランスポゾンベクターによる変異効率より非常に高
いゲノム挿入効率を示す（1.23×106/µg pTNR）6,16,24）。
このことからも，同ベクターは，宿主細胞の機能改変や
新規有用遺伝子探索に大きな威力を発揮するものと期待
される。

pTNR ベクターによるゲノムへの外来遺伝子挿入が可
能であるという事実から，新たな展開としてタンパク質
を発現する発現カセットをゲノムに導入する，ゲノム挿
入型発現系が構築された 25）。更に，複数の発現カセッ
トを同一ゲノム上へ転位する技術も開発された。pTNR
を改変しカナマイシン耐性遺伝子領域を，チオストレプ
トン，クロラムフェニコール，アプラマイシン耐性遺伝
子にそれぞれ置き換えた pTNR-KA，pTNR-TA，pTNR-
CA，pTNR-AA が構築され，同一ゲノム上へ最大 4 種
の外来遺伝子の挿入が可能となった。
また各ベクターには DNA の挿入が容易になるようマ

ルチクローニングサイトが用意され，同サイトに S. 
coelicolor 由来プロテアソームの α あるいは β サブユ
ニット遺伝子の発現カセットを導入したベクター 2 種

図 3 ．トランスポゾンベクター。
トランスポゾンベクター（pTNR）とその改変型ベクター（pTNR-KA，pTNR-TA，pTNR-CA，pTNR-AA）。下図には，pTNRの
Rhodococcus属細菌における転位効率を示す。
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図 5 ．トランスポゾンベクターを用いたゲノム挿入型発現系。
プロテアソームの構成サブユニットそれぞれに対する発現ベクターを構築し，それらを挿入したトランスポゾンベクターを 2種
を宿主細胞に転位させた。両発現カセットがゲノムに挿入された細胞から，両サブユニットが発現し会合した活性型プロテアソー
ムを精製する事が出来た。

図 4．トランスポゾンベクター挿入領域の解析。
pTNR をはじめとするトランスポゾンベクターによりゲノムに挿入される DNA 領域には，抗生剤耐性遺伝子と大腸菌クローニ
ングベクターの複製開始起点（ori）が含まれる。ゲノムを任意の制限酵素で消化した後，閉環化して大腸菌に形質転換すること
でプラスミドとしてゲノムに挿入されていた部位を含む領域領域を回収する事が可能になる。
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を構築し R. erythropolis ゲノム内へ転位させると，ゲノ
ムへ挿入された発現カセットより両サブユニットが発現
し，予想された複合体形成が確認された（図 5）。この
結果より，ゲノムへ挿入された 1 コピーの発現カセッ
トでも充分な発現量が期待できることを示している。そ
して，挿入した発現カセットはゲノムへ安定に保持され
ることから，プラスミドを用いた発現とは異なり，発現
カセット保持のために選択圧をかけなくとも安定な発現
が期待できる。

5.　お わ り に

本総説で紹介した宿主‒ベクター系は，筆者らの成果
を中心に記述したが，Rhodococcus属細菌の研究を展開
する上で汎用性をもったシステムが構築されつつある。
タンパク質発現系は，宿主細胞からタンパク質を回収す
るばかりが主目的ではないはずで，タンパク質を細胞内
に蓄積した高機能型細胞を構築して多様な表現型を示す
触媒細胞を構築し利用する事も可能になる。特に，
Rhodococcus属細菌をはじめとする放線菌では，表現型
が多様である事から新規遺伝子の探索源として有望視さ
れているにも関わらず，それら遺伝子の機能解析は大腸
菌では困難なケースが少なくなかった。筆者らは，大腸
菌では発現が困難な放線菌由来の遺伝子を発現した高機
能化細胞の構築や，複数の酵素からなる反応系をゲノム
挿入型発現系と発現ベクターを併用する形で共発現し，
それら酵素群による微生物触媒の創成にも成功してい
る。また，大腸菌では膜透過が困難な物質についても，
Rhodococcus属細菌では微生物触媒による変換反応が可
能になる例などを確認している。Rhodococcus属細菌を
宿主とする事で大腸菌とは異なる触媒反応を再構築でき
ることは，今後の研究を進める上で非常に重要なポイン
トになると思われる。これら微生物触媒の詳細について
は，別の機会に改めて紹介する事にしたい。
最後に本総説で記述した実験材料は供与可能であり，
発現ベクター類は，R. erythropolis 以外の Rhodococcus
属細菌への利用，トランスポゾンベクターは Rhodococ-
cus 属細菌以外の放線菌やグラム陽性菌にも利用できる
可能性があります。興味を持たれた方は是非御一報頂け
れば幸いです。
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