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共生 に おける接着の効果

片倉　啓雄

　微生物の研究の 多くは，その 単離と同定か らは じまる

ため，私たちは単離 した微生物を純粋培養することに疑

い をもつ こ とは少な い ．しか し．自然界で は，ある環境

に単
一

の 微生物が生息 して い る こ と は ご く希で あ り，さ

まざまな微生物が共存 して複合微生物系を形成 して い

る．発酵食品などの 人工的な環境 にお い て さえ，一
部 の

微生物管理が行 き届 い た発酵食品を除い て ，酵母，乳酸

菌，糸状菌など複数 の 微生物が共存して い る．

　 こ れ らの 複合微生物系にお い て，ある微生物は，

  他の 微生物が生産する物質を基質として受け取る．

  生育に不利 になる物質を，他の 微生物に よる分解あ

　 る い は 資化に よ っ て除去 して もら う．

  他 の 微生物が分泌す る加水分解酵素の 働 きによ っ て

　 生 じる基質を利用す る．

  他 の ある微生物が生産する抗菌物質がその 他 の （彼

　 我以外の ）微生物を駆逐す る こ と に よ り，基 質の 競

　 合が軽減され る．

な どの 恩恵を受けて い る，

　本稿で は，自然界で の 微生物たちの 営み を理解 し，応

用する ため に，まず，乳酸菌や 酵母など身近な微生物 の

共生系における  〜  の 実例 を い くつ か紹介 し，基質の

取 り込みお よびシ グ ナル分子 と受容体の kineticsを確認

した 上 で ，実験室 で は見落と しがちな接着の効果に つ い

て 述 べ る．

身近な共生系の例

　伝統的なヨ
ーグ ル トに は，Lactobacillus　6祕gα r’c粥 と

StreptocoeCUS　thermophiiUS が 共存し て い る こ とが知ら れ

てい る り．Lb．　butgaricusは そ の プロ テア ーゼ に よ っ て乳

タ ンパ ク質を分解 して ア ミノ酸を得る が，S．　thenuophilus

は こ の ア ミ ノ 酸を利用 して お り，  の 関係が成立 して い

る．一方，S．　thermophiius は Lb．　butgaricusに対 して ，

プ リン 生合成に必要なCO2，ギ酸 葉酸を供給 して お り．

  の 関係が成立 して い る．また，両者が生産する乳酸は，

その他の微生物 の成育 を阻害す るため  の 関係 も成立 し

て い ると言 える．

　 とこ ろ で，偏性嫌気生 菌は，そ の 純粋培養に お い て

CO2を要 求する こ とが多い ．　Bgfidobacterium　longumは，

ミ ル ク分解培地で は，単に N2 ガ ス を通気 し て嫌気 に し

て も増殖せ ず，20％程 度 の CO ， を含 む嫌 気ガ ス を通気

する必要がある 2）．1コCO2 を用 い た解析の結果，ア ス パ

ラ ギ ン 酸の 他に核酸の 生合成 に CO2が必 要であ る と推

定された こ とか ら，ミル ク分解培地にピリ ミ ジ ン とプリ

ン を共に添加 した と こ ろ，CO2 を含まない N2 ガ ス を通

気して も良好に増殖 した （未発表）．現在の 地球の 大気

には酸素が 21％含まれて い るが，土壌 や消化管などが

嫌気的な環境 に な る の は，ほ と ん ど の 場合，微生物が呼

吸に よ っ て酸素を消費する か らで ある．こ れ は裏を返せ

ば，自然界 の 嫌 気的 な環境 には，ほ とん どの 場合，約

20％ の CO2 が含 まれ て い る こ とを意味し て い る．偏性

嫌気生菌 や
一

部 の 通性嫌気性菌 （例 えば上述 の ヨ ーグル

トの 例に お ける Lb．　bulgaricus）の 炭酸同化系は こ の 濃

度 の CO2 が存在す る こ とを前提 とした （CO2 あ る い は

HCO3’
に対する Kmが低 くない ）シ ス テ ム になっ て い る

こ とは想像に難 くな い ．言葉を換え れ ば，こ れ ら の 微生

物 に と っ て，好気性菌あ る い は通性嫌気性菌は， 卜分 な

濃度の CO2を供給 して くれ るパ ー
トナ

ーで あ り，  の

関係が成立 して い る こ とに なる．

　乳酸菌はその 名の 通 り，生育に 伴 っ て 乳酸 を著量生産

し，pH の 低下 と乳酸そ の もの に よる阻害を受 けるが，

酵母は酸素が利用で きれば乳酸を炭素源として資化する

もの が多い ．一
方，酵母の多 くはデ ン プ ンなどの 多糖や

オ リ ゴ糖を資化する こ とが で きない が，乳酸菌の 中に は

こ れ らを資化で きる もの が少な くな い ．つ まり，乳酸菌

に とっ て酵母は，自身の代謝産物で ある が阻害的に働 く

乳酸 を除去 して くれ る パ
ー

トナ
ー

で あ り，酵母 に とっ て

乳酸菌は 自身が 資化で きな い 炭素源を乳酸に変換し て く

れ る パ ートナーで あ る と言え る．

　 ロ シ ァ の コ
ー

カサ ス 地方の 伝統的 な発酵乳 にお い て

は，乳酸菌LactobaciUus　kelfiranofasiensが多糖を生産し，

酵母と共に ケ フ ィ
ー

ル 粒と呼ばれる共生体を形成 して い

る．こ の 多糖は，ケ フ ィ ラ ン と呼ばれ，保湿性や免疫賦

活などの 有用な機能をもつ ため，その 生産方法が検討さ

れたきた，しか し，こ の 乳酸菌 を純粋培養す ると，乳酸

の 蓄積と ともに ケ フ ィ ラ ン 生産性は著 しく低下 して しま

う．そこ で ，Cheirsilpら3）は，乳糖を炭素源 とし，乳酸

資化が良好で乳糖を資化 しない Saccharomyces　cerevisiae

IFOO216 と， こ の 乳酸菌 を好気的 に共培養す る こ とに

よっ てケ フ ィ ラ ン 生産性を向上 させ て い る．Tadaら4）は，

さらに，乳酸菌に よ る乳酸生産と酵母に よ る乳酸資化の

バ ラ ン ス が とれ る よ うに乳糖を流加する こ とによ っ て，

純粋培養時の 213の培養時間で ケ フ ィ ラ ンの 対糖収率と

生 産量 を と もに 1．5倍 に向上 させ て い る．こ れ らは  お

よび  の関係を うま く利用で きた例とい え る だろ う．

　日本酒 の 生もと造 りには，さまざまな微生物が関与し

て い る 5・6｝．近代の 日本酒醸造は，雑菌の 増殖を防ぐため，
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図 1，生もと中 の 微生物の 遷 移 （文献 5か ら許可 を得て転載）

米麹に外部か ら乳酸を添加して酵母を培養した，速醸 もと

を用い て 行われ る こ とが多い ．こ れに対 して ，伝統的な

生 もと造りにおい ては，次の ような巧妙な方法で雑菌汚染

を防い で い る，まず，低温で米麹を仕込む と，仕込み水

に由来する PseudomonOUS　ttや Enterobactor属な どの細

菌が硝酸塩 を還元 し て 亜硝酸を生成する （図 1），次い で，

麹に 由来する Leuconostoc　mesenteroides や LactobacillUS

sake などの 乳酸菌が増殖 して乳酸 を生成 し，硝酸還元

菌を死滅させ る とともに丁乳酸 と亜硝酸 との 相乗作用に

よっ て野生酵母を含む雑菌を死滅させ る．こ こ に純粋培

養 した酵母を添加する と，こ れ らの 乳酸菌はエ タノ
ー

ル

に弱い ため，酵母の発酵が始まると速やか に死滅し，結

果として ，原料を殺菌することな く，添加 した酵母の み

か らなる種母が で きあが る． こ の とき酵母は，麹菌か ら

糖化酵素によ っ て   の恩恵を，硝酸還 元菌と乳酸菌に

よ っ て  の恩恵を受けて お り，さらに，以下 に述べ る よ

うに   に相当する恩恵 も受け る こ とに な る．すなわち，

原料の 米に含まれる脂肪酸は 主 に リノー
ル 酸 （18 ：2）と

パ ル ミチ ン酸 （16：0）であるが，上述の乳酸菌は，低温

で の増殖時に不飽和脂肪酸を取 り込むため，その後に接

種された酵母は残 っ た飽和脂肪酸を取 り込みt 細胞膜 の

脂肪酸の飽和度は著しく高まる．これに よ っ て酵母は エ

タ ノール に対する耐性が高まり，醗酵が進ん で も死滅を

免れるとい う恩恵を受けて お り，そ の結果，私たち も酵

母の 内容物の 漏出 に 由来する雑味が少ない すっ き りした

清酒を味わえる，とい う恩恵を受けてい るの である．

基質の取 り込み とシグナ リン グの kinetics

　こ こ で ，細胞が基質を取 り込む場合，お よ び，細胞表

層の受容体で シ グ ナ ル物質を感知する場合の kineticsを

確認して お く．一
般に，細胞が基質を取 り込む速度 Vは，

Monod 型 となり，最大 の 取 り込み 速度を臨 ，最大 の
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または受容体 の 応答 Km または KDが

104M の 場合．

112の 取 り込み速度を与え る 基質濃度をKm とすれば

v　　　 s
Vm　　 3 ＋ Km （1）

の 関係がある．また，シ グ ナ ル伝達物質が細胞表層の受

容体に結合する場合 も同様に，全 受容体濃度をR 。，シ

グナ ル 伝達物質が結合 して い る受容体濃度をR ，遊離 の

シ グ ナ ル伝達物質濃度を L とすれ ば，受容体の 結合率f
は，シグナ ル 伝達物質の 受容体か らの解離定数K ． を用

い て，

ノ
ー÷ 一 纛 （・）

で 与えられ る．い ずれの 場合も，基質または シ グナ ル 物

質の 濃度の 対数に対 して それぞれ v1Vmまたは R！Ro をプ

ロ ッ トすれば，図2 に例示す る よ うなシ グ モ イ ド型の

カ
ー

ブになる．

分子の拡散速度が共存する細胞の挙動に及ぼす影響

　液体 中で の 分子の 拡散 は 意外 に 遅 く，拡散係数は

10’9m2s −i オー
ダ
ー

で ある こ とが知 られ て い る．こ れ は，

マ グ カ ッ プ の 底に沈ん だ砂糖 （シ ョ 糖）の 分子 が液面 ま

で拡散する に は，もし対流がなければ，数十日の オー
ダ
ー

を要する こ とを意味する，実験室 で微生物 を培養する場

合 培養の 再現性を高め．均一なサ ン プリ ン グ を行 うた

め に，液体培地を用い て撹拌しなが ら培養を行うこ とが

多く，こ の場合，ある微生物の細胞が生 産する物質は，

短時聞で系全体にほぼ均
一

に拡散する．これに対 して自

然界 で は，微生物は半固体状 の 高粘度の 環境で 生育して

い る こ とが少なくない ．分子の 拡散速度は粘度に反比例

するの で，粘度が高い ほどt 生産物はそれを生産する細

胞の 周囲に とどまりやす くな り，濃度に分布が生 じる，

また，固形分がな い 環境 で あ っ て も，細胞外に多糖を生

産するな どして ，流れ や 対流が少ない 状態に なれば，や

は り，生産物の 濃度には分布が生じる．

　こ の 濃度分布は，周囲に存在する微生物に とっ て，ど
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図3．細胞 A が 生産する 物質X と細胞 B

の ような意味をもつ の かを考えて み よ う．一
辺 10 μm の

立方体 （＝10一且2i ）の 中に細胞 A とB が 1個ずつ 存在する

状態 1を考える （図 3）．こ れは液体培養で は，それぞれ

の 細胞の 濃度が 109　cells ！ml に なっ たときに相当する．こ

の 状態で
一

つ の 細胞A が 1amol （＝10
−iS　mol ）の 代謝産

物X を生産 し，X が立方体内に均
一

に拡散 した とすれば，

そ の濃度は 1併 M である，もし，こ れら2 つ の細胞が物

質の 拡散が遅 い 環境におい て近接 して存在 し，その 状況

が 一
辺 1μm の 立方体 ←10−ist ）の 中に 2 つ の 細胞が置か

れた状態 IIに近似で きる とすれば，こ の 立方体中で の X

の 濃度は 10−3M となる．こ の 時，細胞A が生産する物質

X を細胞 B が基質 と し，そ の 輸送 タ ン パ ク 質の Km が

104M であるなら，状態 1で は V ＝O．Ol　V． で ある の に対

して ，状態IIで は V ＝0．91　Vm となる （式 （1），図2），同

様に，X が細胞 B に対するシグナ ル伝達物質であれば，

状態 1で は細胞 B の 受容体の 1％ しか応答して い ない の

に対 して，状態 IIで は 91％ の 受容体が応答 して い る こ

とに な る （式 （2），図2）．

　こ こ で状態 1とIIが，それぞれ，実験室で 2種類の 微

生物を液体培地 で 攪拌 しなが ら共培養 をす る場合 と，自

然界 で 2種類 の 微生物が接着 し て高粘度の 環境に置か れ

た場合に相当すると考えれば，上述 の計算結果は，実験

室では，彼 らの 本来の 挙動 とは全く異なる挙動を観察し

て しまう可能性を示唆して い る．

微生物の 接着機構

　ある微生物に とっ て，パ ートナーから得た い 物質の濃

度 は，パ ートナ
ー

に 近 づ くほ ど高く，逆に，パ ー
トナ

ー

に 処理 して もら い た い 物質の 濃度は，パ ー
トナ

ーに近づ

くほ ど低 くなる．従 っ て，冒頭 に述べ た 4 つ の 恩恵は，

い ずれ も，パ
ー

トナ
ー

の 細胞に近接するほ ど大 きくな り，
パ ートナーの 細胞に接着すれば最大の 恩恵を受けられる

こ とになる．とすれば，微生物は積極的にパ ー
トナ

ーと

接着し，さらに は，接着 した こ とを認識して応答して い

る と考え られる．
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微生物共生を活用する物質生産

　Cheirsilpらは，先に 述 べ た S．　eerevisiae 　IFOO216 と共

培養で Lb．　kefiranofasiens　JCM6985 に よるケ フ ィ ラ ン

生産を向上 させ る研究に お い て ，S．　cerevisiae は，そ の

乳酸除去 の 効果以上 に Lb，　kefiranofasiens　JCM6985 の

ケ フ ィ ラ ン生産を促進する こ とに気づ い た η，熱処理 して

不活性化 した酵母を添加 した場合に もケ フ ィ ラ ン生産が

促進され，逆に，酵母 （生菌）をカ ラ ギ
ー

ナ ン ゲ ル に封

入すると，促進効果 は観察されな くな っ た こ とか ら，酵

母との物理的な接触に よっ て ケ フ ィ ラ ン生産が増加した

と考え られた．そ の後．蛍光標識 した酵母 の イ ン ベ ル

ターゼ （酵母の 細胞壁に局在し，高マ ン ノ
ー

ス 型の 糖鎖を

もつ ）に よ っ て，Lb，　 kefi
’
ranofasiens 　JCM6985 お よ び

Lactococcus　lactis　IL1403の 細胞が酸性 pH にお い て染

色され る こ とが確認 で きた の で，乳酸菌 の 表層の マ ン

ナ ン を認識する タ ンパ ク質の分離同定を試み た 9）．すな

わち，Lc，　lactisの細胞を等張液中で溶菌酵素処理 して 表

層の タン パ ク質を可溶化 しt イ ン ベ ル タ
ー

ゼを固定した

カ ラ ム で ア フ ィ ニ テ ィ 精製し，二 次元電気泳動で分離した．

そ の 結果，DnaK ，　 GroEL ，　 Grycelaldehyde−3−phosphate
dehydrogenase（GAPDH ）など，本来 は細胞質に局在

する タ ンパ ク質が同定され，大腸菌で発現させ た DnaK

はpH 　4にお い て 0，1mg〆ml 以上 の濃度で Lc．　lacttS　IL1403

細胞とS．cerevisiae 　lFOO216 細胞 を凝集させ た．

　微生物が細胞質タ ン パ ク質を ヒ ト細胞などとの 接着タ

ン パ ク質として細胞表層に局在させる例 は以前か ら知 ら

れ ており，Escherichia　coli9 ）お よびHelicobacterpylO「i　io）

の DnaK （hsp70），　 Legionella　pneumophilaiil，　 Clostridium
dbjficilei2），　 ActinobacillUS　actinomycetemcomitanst3 ），

Saimonellaりyphimuriumの GroELs（hsp60）且4）が ヒ ト細胞

へ の 接着に，Paracoccidioides　brasiiiensisの GAPDH15）

が宿主細胞の細胞外マ トリクス に，Lb．　plantarum　LA3 　1　8

の GAPDH 　i6）お よびLb．ノohnsonii 　Lal の GroELIη お よび

elongation　factor　Tui8）が腸管の ム チ ン との接着に関与す

る こ とが報告 され て い る．さらに，S−layer　proteinを は

じ め とする腸内細菌の 細胞壁 に局在する さ まざまな タ ン

パ ク質は，腸管の ム チ ン の他に，コ ラ
ー

ゲ ン や ブ イ ブ ロ

ネ クチ ン な ど の 細胞外マ トリクス タ ン パ ク質に親和性

を も つ こ とが 報告 され て お り192e ），最 近 で は．　 Lb．

rhamnosus 　GG は繊毛 の構成タ ンパ ク質で ある SpaC で

ム チ ン に結合するこ とが報告されて い る
21）．

接着による微生物の応答

　図 4 に示す よ うに，あ る 細 胞A がパ ー
トナ

ー
の 細胞B

と接着した とき，パ ー
トナ

ー
が生産する物質の 濃度は大

きく上昇 し，細胞内へ の 取 り込み速度は著 しく増大 し，

また，パ ー トナ
ー細胞表層の 構成物に対す る受容体は，

常に細胞内にシ グ ナ ルを伝える状態になるだろう（図4）．

　Kawarai らは，乳酸菌と酵母が特定の組み合わせ で培

養する と多糖 を生産 してバ イオ フ ィ ル ム を形成 し，酵母
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の 表層の 状態が変化する こ とを報告 して い る22）．著者ら

も，Lb，　casei 　ATCC334 は，＆ cerevisiae 　IFOO216 に接

着する と，細胞外多糖 の 生産量 を増加 させ，polyprenyl

glycosylphosphotransferase遣伝子 に相同性の ある遺伝

子な どの 発現 を増加 させ る こ とを確認して い る 23）．こ の

接着 によ っ て 発現量 が増加 した他の 遺伝子の 多 くは．

Lactobacillus属細菌に ホモ ロ グが存在 して お り，酵母

マ ン ナ ン を添加 した場合に もこ れ らの 遺伝子発現 が増加

した，これ らの こ とから，乳酸菌 と酵母は，条件 に よ っ

て 接着し，互 い に接着 した こ とを認識 して 応答す る機構

を持 っ て い る と考えられ る．

接港現象の研究におい て留意すべ き点

　接着に関与する分子を特定 し，その 応答を調べ る際に

は，以下 に述べ る よ うに，接着の価数 pH の分布，拮

抗物質の存在に注意する必要が ある．

　まず，細胞同士 の 接着は，複数の 接着分子 の 仲介によっ

て 成立する多価の 相互作用で ある．lgM （10価）や lgG

（2価〉の 重鎖 と軽鎖の 可変領域 を接続 した single 　chain

Fv （1価）の親和性は，もとの分子よ りも低 くなるの と

同様に，単離した接着分子 の ター
ゲ ッ トに対する 1価で

の親和性は低 く．場合に よっ て は測定で きない こ ともあ

るだろ う，実際に，こ れまで の 報告にお い て ，接着分子

の 1価 で の親和性を測定で きて い る例 は少な く，接着分

子で ある こ との確認は，接着分子の遺伝子破壊や拮抗実

験 に よっ て行われ て い る．

　次に，pH の 分布で あ る が，上 述 の Lc．　 lactisの DnaK

の場合，酵母および乳酸菌に対する親和性は pH　4で 最も

高 く，中性 pH で は低下する．見かけ上 pH が 中性で あ っ

て も，乳酸菌が乳酸を生産し，そ の 拡散が遅 く，周囲 の

pH が低下すれ ば，接着 タ ン パ ク質として の機能は高ま

る．具体 的 には，大腸の pH は 7〜8と され て い る が，

こ れは平均 の pH で あり，腸壁 に接着した乳酸菌や ビ フ ィ

ズ ス 菌が乳酸や酢酸を生産すれば，そ の 周辺 の pH は周

囲に比 べ て有意 に低い はずである．

　 上述の DnaK は，酵母マ ン ナ ン に対する親和性を有 し

て い る が 8），酵母エ キ ス に は酵母由来 の マ ン ナ ン が高濃

度に含まれ て い る．こ れ は，乳酸菌 をMRS 培地などの
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酵母エ キ ス を含む培地 で培養すれば，細胞表層の 酵母に

対する接着分子は，遊離 の マ ン ナ ン と結合す るため，酵

母との接着が 妨げら れ る こ とを意味して い る．さ ら に 上

述 の DnaK は，ム チ ン （ブ タ由来）に加えて，セ ル ロ ー

ス （パ ル プ由来），キチ ン （エ ビ 由来）な どに対 して も

有意な親和性をもっ て お り23），もし，腸内細菌の接着タ

ンパ ク質も，腸壁 の ム チ ン だけで なく，こ れ らの 食物繊

維に対する親和性を有して い るの で あれば，腸壁 へ の接

着の 研究 にお い て は，食物繊維による拮抗を考慮しなけ

ればならない こ とを意味して い る．

おわりに

　微生物の 共生系を理解 し，活用 しよ うとするなら，そ

の 環境 を理解 した上 で，彼 らの挙動 を上手 に 制御す る必

要がある，そ の ため には，複雑な菌叢の リア ル タイ ム 解

析に加えて，不均一系で の 物質の 濃度分布の 解析，食物

繊維を含めて腸内環境を再現 し得る実験系など，こ れ ま

で に ない 研究手法が求め られ るだろ う．

文 献

1）　Sieuwerts
，
　S．　et 　al ．：Appl．　Environ、　Microbiot．

，
76

，
7775

　　（2010）．
2）Ninomiya，　K．　et 　al ．訊 Biosci．　Bioeng．

，
107

，
535（2009）．

3）　Cheirsilp，　B ．　et　at．：」．　Biotechnot．，100，43 （2003）．

4）　Tada，　S．　et　al．；J．　Biosci，　Bioeng．，103，557（2007）．
5） 溝凵 晴彦 ：生物工学ハ ン ドブ ッ ク，p．561，

コ ロ ナ社（2005）．
6） http：〃www ．kikumasamune．co ．jpfdaigakuin！hakushi！

　 　 hakushiOl．html
7）　Cheirsilp，　B ．　et　al．：」．　Biosci．　Bioeng．，96，279 （2003）．

8）Katakura，　Y 　 et　al．： AppL　 MicrobioL　Biotechnoi．
，
86，

　　319 （2009）．

9）Jesus
，
　M ．　C．　et 　al，：」．　lnfect．　Dis．

，
192

，
1430（2005）．

10） Huesca，　M ．C．　et　al．：lnfect．　lmmun ．，　66，　406　1（1998）．

11） Gard  o，　R．　A．　et　al．：Infect，　Immun．，66，4602（1988）．
12） Hennequin

，
　C．　et 　at．：Microbiologソ，

147
，
87（2001）．

13）　Goulhen，　F．　etα1，：Infect．　Immun ．，66，5307（1998）．
14） Ensgraber

，
　M ．　and 　Loos

，
　M ，：Infect．　Immun ．

，
60

，
3072

　　（1992）．
15）Barbosa

，
　M ．　S．　et 　ai．：Infect．ノmmun ．

，
74

，
382（2006）．

16）Kinoshita，　H ．　J．　et　al．； JAppl ．　 Mi
’
crobiot ．，104，1667

　　（2008）．
17） Bergonzelli，　G ，　E，　et 　al．：lnfect．　Immun ．

，
74

，
425（2006）．

18）　Granato，　D 、θ’謡 ：Infect．　Immun 、，72，2160（2004）．
19）　Lebeer

，
　S．　 et　aL ： Mi

’
crobioL 　Mol．　BioL　Rev ．

，
72

，
728

　　（2008）．
20）　Sanchez，　B ．　et　al．：FEMS 　lmmunol ．　Med ．　Mi

’
crobiol ．，54，

　　 1（2008）．
21） von 　Ossowski， 1．　et 　aL ：Appl．　Environ．　Microbiot．

，
76

，

　　 2049（2010）．
22） Kawarai

，
　T．　et　al．：Appl．　Environ．　Microろiol．，73，4673

　　（2007）．
23）片倉啓雄：日本生物⊥学会大会講演要旨集，p．101（2011）．

生物工学　第89巻

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


