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植物 種子発芽体 の 核酸分解酵 素に 関す る 研 究
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川 田　寛 L片谷 　健
一 ・秋本 　政 明 ・西本 　健市

　　　　　　　　　　　　（日本化学飼料株式会社）

Studies　on 　 Nucieases　in　 Sprouts　 of　 Plant　Seeds

　　　　　　　　（1）　AScreening　of　Nucleases

　　　Hiroshi　Kawata
，
　Ken −ichi　Kataya

，
　Masaaki　Akimoto

　　　　　　　　　　　　　and 　 Ken ．ichi　 Nishimoto

（Nippon 　Chelnical　Feed 　Co ．，　Ltd，，　Asano ・cho ，　Hakodate，　Hokkaido ）

　　　The 　actMties 　of 　nuclease 　and 　phosphatase 　in　sprouts 　of　25　species 　of 　plant　seeds 　were

studied ．

　　　1） In　all　of　the　sprouts ，　the　nuclease 　and 　phosphatase 　 activities 　were 　found．　 Most　 of

these　 nudeases 　 could 　 hydrolyze　 RNA 　 into　 5ノ・mononucleotides 　 characterized 　 by　 periodic

Schi仔’s　reaction 　on 　paper・electrophoresis ．

　　　2）　The 　 nuclease 　activity 　is　observed 　in　 seeds 　themsei ▽ es．　 However ，　 the　 activity 　 was

increased　remarkably 　by．germination， and 　it　 was 　 at 　its　 maximum 　ill　three　or 　four　davs　after

germillation．　Similar　tendencies 　 were 　observed 　in　the 　phosphatase 　activity 　 and 　 the 　 content

of 　 RNA ．

　　　3）　The 　optimum 　 pH 　of　nuclease 　and 　phosphatase　in　 the　 crude 　 enzyme 　 solution 　ex −

tracted　fro皿 sprouts 　was 　found　ill　both　acidic （pH 　4．5）and 　alkaline （pH 　7．5） regions ．

　　　4）　The　distribution　of　the　activities　of　 ribonuclease
，
　 phosphod 五esterase 　 and 　phospho ・

monoesterase 　a皿 ong 　the　sections 　of　 a　 sprout 　 was 　 in　 the 　following　 order ： root ＞ shQot ＞

cotyledon （or　endosperm ）．

　　　　　　　　　　　　緒　　　　言

　植物種子発 芽体の nuclease は，従 来 経 豆 1珊 ．小
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，大麦
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らに つ い て は全 く見解 が 続一され て い な い．ブニ と え は．
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らに分解生 成物につ い て は．2’
，
　3’−cyclic 　mononucleo −

tide と　3’−
mononucleotide 　を 併成す る もの

5）， 5L

mononucleotide の み を生成す る もの
s，e） などの 報告が

み られ，全 く多様で あ る．

　 筆者 らは ，各種植物種子発芽体 に 含有 せ られ る nu ・

clease の 実 態 を み き わ め る こ とを 目 的 と して 本研究 を

行な っ た結果，従来の 知見 とは異なり，植物種子発芽

体 に は，酸注側 の み な らず，酸性側 とア ル カ リ性側の

両 域 に わ た っ て 至 適 pH を有 し，しか もそ れ ぞ れ 性

質を異 に す る2 種〜 5 種の nuclease と，2 種の phos・

phatase お よ び PNPase な どが 存在 し，き わ め て 複

雜多 様 な 酵素系 よ り成 る こ とが 判 明 した．

　本報告で は，まず植物種子発芽体の nuclease の 検

索 ならび に こ れ らの 性質およ び分布などに つ い て 報告

す る．

実 験 方 法

　1．　 試料　　籾米，小麦 ， 小豆．青エ ン ドウ． サ サ

ゲ ， 黒 豆，大 豆 ，イ ン ゲ ン 豆 ，ソバ な どは食用市販品

を，ラ イ 麦，カ ラ ス 麦，大麦， ヒ エ ，ア ワ，マ イ ロ ，

トウモ ロ コ シ ，イ ナキ ビ などは 飼料用市販品を，アサ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 じ
ガ オ，大根，山東菜，ニ ン ジ ン ，ホーレ ン 草，ナ タネ

な ど は種子用市販品を．ま た緑豆は，もや し製造用の

ビ ル マ 産 原 料 豆 を 用 い た．

　 こ れ らの 種子 を 十分永洗 し， 約30℃の 水床で 適宜給

水しなが ら発芽 させ，発芽 3〜4 日の 発芽体を供試 し

た，

　 2． 酵 素液の 調製　　発芽体 に ユ〜2 倍量 の 冷水 （5

〜10℃）を加え，　ミキ サー （8，000〜工0，00e　rpm ） で

数分間磨砕 し，綿布 に よ る 搾汁を酵素液と した．

　 3． 酵 累活性 の 測定

A ．RNase 　 5．　O％ RNA 溶液 O．3ml，　 O．　IM 酢酸

緩 衝液 （pH 　4．5）O．7ml お よ び 酵 素液 1．Oml を

37℃，30分間反応 させ ，ウ ラ＝ ル 試藥 D．4ml を加え

て 反 応を 停止 させ た，こ れ を30分間氷冷 の の ち遠心 分

離 （4，　000　rpm ） し，上 澄液 0．1ml を ユO　m1 に 希釈

して ，260 皿 ρ に お け る吸光度を測定 し，酵素液 1　rnl

換算値 を1，000倍 して 活性単位と した．

B ．PDase 　　CaDNPP は．　 Garilhe　ら
t7 ）の 方法 で

調製 し，中尾 ら
IS］

の 方法を改変 して 滔性 を 測定 した．

す な わ ち ．10／mM 　CaDNPP 溶液 1．Oml ，0．1M 酢

酸緩 衝 液 （pH 　5，0）2．O　ml お よ び酵素液 1．eml を

37℃，30分闇反 応 させ ，1N　NaOH 溶液 ユml を加え

て 反 応 を 停 止 させ た の ち遠心 分 離 した．こ の 上澄液 の

うち，2．OmL を 10　ml に 希釈 して 420m μ に お ける

吸 光度 （A ）を測定 し，一方別 の 2．Oml に つ い て，

リン バ ナ ドモ リブデ ン 酸法 に よ り遊 離 リ ン を測定し，

遊離 リン の 測 定値 に 対応 す る 理 論量 の PNPP を求 め。

こ れ を別 に 作成 した p・nitrQpheno1 の 標準線 よ り 420

m μ の 吸光度 （B）に換算して （A − B）を求め ， 酵

素液 1m 正換算値 を1，000倍 して 活陸単位 と した．

C ，PMase　　 1．0 皿 M 　PNPP 溶液 1．OmL ，0，1M

酢酸緩衝液 （pH 　 5．O） 2，0m1 および酵素液 1．0 皿 1

を37℃．15分間反応 させ た の ち，1N 　NaOH 溶液 1．e

m ！ を加 え て 反 応を停止 させ ，遠心 分離 の の ち 上 澄 液

の 420　m μ に おけ る吸光度を測定 し， 吸光度の 1，eoe

倍を 活性単位と し た ，

D ．5’−PDase　　Razzel1 ら
19）

の 方法 に した が っ て 合

成 した　S’一一NPT 　を基質と し，松下 ら
2°） の方法を改

変 して 測定 した．す な わ ち，10　miY 　 5’−NPT 溶液

0，1m1 ，0．1M 酢酸緩衝液 （pH 　5．0）0．2ml およ び 酵

素液 O．2ml を37℃，30分間反応 させ た の ち，0．1N

NaOH 溶液 2．5ml を 加 え て 反 応 を停止 させ，遠 心

分 離の の ち 420m μ に お ける 吸光度を測定 し， 酵素液

1　ml 換算値を 1，000倍 して 活襁単位と した．

E ．PNPase　　 合 田ら
21 ）

の 方法を 改変 して 行 な っ

た．す な わ ち，0．1％ ADP 溶液 0．25　ml ，0，1M 酢

酸緩 衝液 （pH 　5．5）125m1 お よ び酵素液 0，5ml を

37℃，60分間反応させ た の ち．10％過塩素酸溶液 2．O
m1 を加 え て 反 応を 俸止 させ ，遠心 分離 した． こ の う

ち 1．Om1 を 10m1 に 希釈 して 260m μ の 吸 光 度 を

測定 し， 同時 に行な っ た盲検値 を差引き， 酵素液 1m1

換算値 を1，00019 して 活性単位 と した．

　 4． Nuclease の 検索　　2 ％ RNA （和光純藥製酵

母 RNA を浅野
鋤

の 方法に準 じて 精製 した ）溶液 0．5

m1 ，0．1M 酢酸緩衝液 （pH 　5。　O）1，0m ［ お よ び酵素

液 0．5　rn1 よ りな る反応組成 で，60 °

C， 2時間の 反応

を行な っ た の ち，ウ ラニ ル 試藥 （25％過塩素酸溶液に

酢酸 ウ ラ ニ ル 0，75％ を含 む） O．4ml を加 え て 反応 を

停止 させ た．こ れ を氷冷の の ち遠心 分離 し，上澄液 の

260m μ　に お ける 吸光度と遊離 リン を測定 し，緒方

ら
：S）

の 方法 に よ っ て，分解 率 は ア ル カ リ分 解 値 に 対 す

る比 率か ら，リン 遊離率 は．全 リ ン 値 に 対す る 遊離 リ

ン の 比率か らそ れぞれ求め た．生成 rnononucleotide

の 異性体の 確認 は，東洋沖紙 No ．51A を 用 い て 国

中 ら14）
の 方法 に した が っ て 沖紙 電 気 泳 動 を行 な い ，

Buchanan ら
！5 ｝

の 方法 に よ る過 ヨ ード酸 シ ッ フ の 反 応

の 呈 色 に よ り判定 した．

　5．　RNA 量 と蛋白量 の 測定　　RNA は，各務 の

方｝1　 2G）
に した が っ て 脂質の 除去，酸可溶性物質 の 除去．

っ い で RNA の 抽出を行 な い、リ ン バ ナ ドモ リブ デ

ン 酸法 に よ っ て 有機 リン を定 量 し，RNA の 有機 リ ン
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を 9，0％ と して 算 出 した．蛋 白 は，ケ ル ダ

ー
ル 法 で 測定 した ほ か，2SO　m μ に お け る

吸光度をも っ て 表わ した．

結 果

　1． Nuclease の 分 布 と分解生成物

各種植物種子発 芽体よ り抽 出 した酵素液 に

つ い て，nuclease の検索を行な っ た結果，
Table　1 に 示す よ うに，すべ て の 発芽体 に

RNa ＄e と phosphatase 活性 が 認 められ．

また ほ とん どすべ て の 発 芽体に は， RNA

を分解 して 5Lmononucleotide を生成す る

nuclease の 存在が 認 め られ た．

　2． 発芽中に お ける RNase
，
　PMase ，

RNA の 変化　　緑 豆 ， 小 麦．ア ワ，大根

な どの 種子を選び．発芽中に お け る 各酵 素

活性 を 比活性 で，RNA 含量を 乾物値で 表

わ し， そ れ ぞ れ の 消長を Fig．1 に 示 し

た，す な わ ち，各種の 種子 は い ずれ も発芽

に よ っ て 静素活性 と RNA 含量 を増加 し，

これ らは発 芽 3 〜 4 日 で 最 大 とな っ た．な

お，未発 芽種 子 に も RNase 活性が 認 め ら

れ た の で ，小麦 ， 緑豆 ， 大麦などの 種子 と，

これ らの 発芽体 お よ び ホーレ ン 草 の 葉．ニ

ン ジ ン の 根，ジ ャ ガ イモ な ど の RNase 活

性を 比較 し，そ の 結 果 を Table　2 に 示 し

た，すなわ ち， RNa ＄e 活性 は 種子そ の も

の に 比 べ
t 発芽す る こ とに よ っ て ，同 重 量

頼子 当 り，緑豆 で は 約 7 倍 に，小麦，大 麦

で は 2 〜2．5 倍 に 増加 した． ホーレ ン 草 の

葉t
ニ ン ジ ン の 根 お よ び ジ ャ ガ イ モ な ど の
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Fig．1． 　Changes　in 　enzymatic 　 act三 vities　and 　RNA 　content 　o
　　　　some 　sprouts　during 　course 　of　germination

The 　 measurements 　of　the 　 enzymatic 　activities，　 RNA 　 cQnte

tand 　 prQtein 　 concentrarion 　were 　determined 　as　follo
， RNase ：Reactlon 　mixture 　co且taining 　15rng 　of 　 RNA ，0 ．7ml

of 　　　 　 OユMacetate 　buffer 　 solution （pH　 4 ．5） and　1 ．O エn
@of 　 　

　　 enzyme　g ．　01ution 　was 　incubated 　
at

　 37cC　for 　 3

Min ． 　　　　 After 　stopplng 　the 　reactiQn 　by　adding 　McFa

en ’s 　　　　reagent 　and　centrifugation，　optical　density 　

　the 　　 　　 supernatant 　was 　measured 　at 　
0m μ． RMase：Reaction 　mixture 　eontaining 　1μmole 　PNPP，2．O
ml 　of 　 　　　O，1M　acetate 　 buffer 　 solutioll （pH 　5 ．0）and 　 1 ．

@ml 　 of 　 　　　enzyme　sQlution 　was　incubated 　 at 　37℃ for
15　min． 　　　　After　 stopping 　the　reaction　by　addin
@IN 　 NaOH 　 　　　・nd 　cent・ifugation ．・ ptl・al 　den ・ity 　of 　 the 　s

e・natant 　　　　was 　 measured 　

　420 　m μ． RNA 　content ：Determined 　by 　the 　 improved

method 　 of 　 　　　　　

Kagami26 ，． Protein 〔 oneentration ：Determilled　by 　the 　Kjel

hl 　
method

． 　　● 一●　Mung　bean　　 　　　＞・

一一 ン：
　 Millet 　　⊂〉一〇　、Vheat 　　　　　 　 　　△一一一△　亅a

nese　radishTable 　 2 ．　Comparison 　of 　RNase　activities 　ill 　seeds 、　 sprouts 　an

@vegetables ． Mun

@bean 　　　Wheatseed 　　　　sprout　

　seed　　　sprout 　　Barley　　　Spina
　C
【ot 　Potato．− seed 　　　sprout　　leaves

　　 roots 　　tubers

Raw 　m ユteria

i9 ） Sprou1

@（9 ） Added 　 water
in 　 eXtractin
iml） Crude 　e

ymes 【）IUtion （
ml

丿 RNase 　a
ivity（ 「unit
D 　／ml） TOtal

　
RNasヒ nCtivi

　l： ． ’／　
1

　uni 匸S

｝ 0 　 100 ＊

1，00

  lOO100
＊

100500 ＊ 100 ’k500 ＊ i，000　　1，000 　　1

000

　1，

0　1

000

　1，

0

0200100500100500 　900　　　工．80e　　　　　900　　　］，200　　　90D　　　

C20〔｝　　　　
　
230　　　　

570 　　　　5804 ，800 　　16，800　　　6，000　　　8．400　5，28〔｝　　

9，960　　15，60〔｝　　5，040 　　1，3204 ．32〔1　　30．240　　　5， 40Ci　　10 ．08CL　4 ．800 　

12
． 00 〔 伽　　3 ． 60 〔1　　2 ．8SO 　　7，680 ＊Each　 IOOg 　seed 　increases 　the 　weight 　 to 　500g 　or　l ．00

　by 　germination
　

respectiveiy ． 　 The 　 germinat

g 　 periods 　 are 　 showin 　 Table 　 1 ，
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活性 は，同重 量当り緑豆 発 芽体の 1／8〜1／40 に すぎ な

か っ た、

　3．　IINase
，
　PMa6e および PNPase の 至適 pH
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Fig．2，　 pH −Act三vity 　 curves 　 of 　RNase ，
　 　 　 PMa8e　 and 　 PNPase　 in　 the　 crude

　　　 e且呂y皿 eS 　 eXtraCted 　frOrn　 SOme 　 SprOUtS ，

Germinating　 periods： See　Table　 1，
RNase　and 　PMase ： See　Fig，1，
PNPas 已 ； React三QR 　mixture 　containing 　 O．25
　　　　 mg 　of　5’・ADP ．1．25m ユ oE　 O．1M

　　　　 ・・et・t・ buff・・ s・1・ti・ゴ（pH 　5．5）
　　　　 and 　O．5ml 　of 　enzyme 　solution 　was

　 　 　 　 incubated　at 　37°C　　for　60　min ．

　　　　 After　 stopplng 　 the 　 reaction 　 by

　　　　 add 貢ng 　10％　perchlor三c　acid 　and

　　　　 centri 壬ugat めn，　 the　 decre且 se 　 of

　　　　 optical 　deロ sity 　of 　the 　supernatant

　　　　 was 皿 easured 　at　260　m μ

B 雌 er 　 used ： pH 　3−6，0．1M 　 aceta 仁e　 bu飫er

　　　　　　 so1Ution ，　pK 　7−9，　0．1M 　　tris

　 　 　 　 　 　 buf｛er 　soliユt1on．

　 融
一

魯 皿 ung 　beaエェ，　 k・・一・X 　 mMet

　 O − cwheat ，

　 △ 一一一△　Japanese　rad 三sh

RNA ，　PNPP およ び 5 ’−ADP な どの 基質 に 作用 させ

て ，各作用至適 pH を求め た．こ の 結果 は Fig．2 に

示すように，い ずれの 発芽体に お い て も，RNase と

PMase の 至 適 pH は酸性側 （pH 　4．5） とア ル カ リ性

爛 （pH 　7．5）の 2 点 に 存在 した ．ま た
，

ア ワ
， 小麦 に

存在す る PNPase の 至適 pH は，酸性側 （pH 　5．5＞

に の み認 め られた．

　4， 発 芽 部位に お け る nuclease 活 徃 の 分 布

前項で用 い た各種発 芽体 を そ れ ぞ れ根，茎，子葉 （ま

た は胚乳）の 各部に分け，こ れらよ り調製 した各酵素

液 を．5
’一一NPT ，　 DNPP ，　 RNA ，　 PNPP な どの 基質 に

対 して は pH 　4，5と7．5の 2点で ．5LADP に 対 して

は pH 　5．5 で そ れぞ れ作用 させ，各基質に 対す る澑

性の 分布を 比活性をもっ て F三g．3 に示 した．こ の 結

果 い ず れ も RNA に対 して 活性を示す が、緑豆 で

は 各部 と も 5’−N ♪T に対す る活性 が最大で あ っ た．

ま た，緑豆 と小麦 は，DNPP に 対 して も鬪様 に か な

り強い 活性を示 した．特に 小麦，ア ワ の 根 に は PNP −

ase 活性が 強 く認め られ た．全般的に，比活性で は子

葉 （ま た は 胚乳）、茎，根 の 順 に 高 くな る．

Fig．3、　Distribution　of 　enzymatic 　activities 　in　the　Pa「ts　 of

　 　 　 　 some 　sprGuts ・

The 　specific 　act 葦vities 　in　the　parts　◎f　sQme 　sprouts 　we 「e

indicated　 as 　 folbw5．

Speoific　activities ：Enzyrmatic　activity ／O，D．　 at　280mμ ．

PDase （5
’−PDase）： Reaction　 mixture 　contalning 　1μmole 　Ca

　　　 DNPP （5t−NpT ），2、O　ml （0．2　ml ） of　 buffer　 sqlutioll

　　　 and 　O．1　ml （0．2　mi ）of 　enzyme 　soiuti 。 n 　was 　incubated
　　　 at　37℃ foτ 30　 min ，　 After　 stopPing 　 the 　 react1on 　by

　　　 adding 　IN 　NaOH 　 and 　 centrifugatian ，
　 optical 　density

　　　 of　the　 supernatan て was 　 measured 　 at　 420エn μ　 The

　 　 　 deta正B　 are 　 shown 　 in　 the 　 tex と．

　　　　　　　　：：：コ　　incubated　a 亡　pE［4．5

　　　　　　　　■ 毆 　　　　　〃 　　 pH 　7、5

　　　　　　　　ロ畷 　　　　　　　　〃　　　　pH 　5．5

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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考 察

　本報 で 供試 した 植物種子発 芽体 に は，すべ て に わた

っ て nuciease 活性が存在 した．供試種子 は
， 主 とし

て 食用また は 飼料用種子 の 中か ら任意 に選 ん だ もの で

あ る．したが っ て ．別 種 の 植物種子発芽体に つ い て も．

同様 に nuclease 活性 が 存在す る もの と思 わ れ る．

　供試発芽体 に は，小麦．ラ イ麦．大麦．緑 豆，大根

な どの よ うに ．nuclease 活性 が 強 い もの と．黒豆，イ

ン ゲ ン豆 ，ソ バ な どの よ うに，比較的活性 の 弱 い もの

や，ま た，大麦，マ イ ロ ，大根な ど の よ う に
， 強 い

phosphatase 活性 を 有
’
す る もの な どが 認 め られ た が，

仮 に 穀類，豆 類，雑穀類 な どの よ うに 分 類すれ ば，こ

れ らの 活性 は 必ず しもこ の よ う な分類 に した が う傾 向

はみ られなか っ た．しか しな が ら，RNA の 分解生成

物 に つ い て み れ ば．5’

体を生成す る もの と．ごく
一

部

で は ある が 5t 体 を生 成 しな い もの が み られ た 乙 とよ

り，さ らに分解生成物を精査す る こ とに よ っ て，微生

物な どの 場合 と周様 に．植物種子発芽体に つ い て も，

5’体 の み を生 成す る群，あ るい は 5’

体 と 3’

体 を 併成

す る群，あ るい は 3’

体の みを生成する群などの よ う

に 分類す る こ とが で き るの で は な い か と推察 される．

　 つ ぎ に，Table　2 に お い て ，未発 芽種子 とそ の 発 芽

体 ， また は 成長を 完 了 した 植物部分の nuelease 活性

を 比較 した が，単 に 呼吸作用 の み を営み 成 長 を 停止 し

て い る 植物種子，また は植物部分 か ら抽出 され る酵素

と，旺 盛な物質代謝 に よ っ て 成長過程 に あ る発 芽体か

ら抽出される酵素とは，当然の こ となが ら，活性量に

か な りの 差が み られた ，

　 こ れ らの 発 芽体から抽 出 され た酵素液の RNA お

よ び PNPP 基質 に対す る至適 pH は．い ずれ も酸性

側 （pH 　4．5）とア ル カ リ性側 （pH 　7，5）の 2点に あ

る こ とから． 両域 に少 くとも 2種以上の nuclease と

phosphatase が存 在 す る こ とは 明 らかで ある．とくに．

植物種子発芽体の ア ル カ リ性 nuclease につ い て は，

従釆 ，ほ とん ど酵 素的諸性 質 が 明 らか に され て お らぬ

こ と よ り， 次 報 よ り 。 酸 性 nuclease と対比 しつ つ ，

そ の性質を明 らか に して ゆきた い 、

　つ ぎに ，発 芽体各部位 に お け る 酵素活性の 分布は ，

小 麦 お よ び ア ワ の 根 に PNPase の 活 牲が 強 く認 め ら

れ，ま た ア ワ に は，根 に の み 5LNpT に対する活性

が み られ た．こ の よ う な現 象 は，緑豆 お よ び大根 に は

み られず ，こ れ らは 植物種子 の 種類 に よ る特徴を 示す

もの と考え られ る．

要 約

　25種の 植物種子 発 芽体 に つ い て ．そ の nuelease を

検索 し，
二 ，三 の 検討を加 え た ．

　1， 植物種 子発芽体 に は 。
nuclease な らび に phos・

phatase 活性が認め られ，大部分が RNA を分解 して

S’−mononucleotide を 生成す る ．

　 2． RN　 aSe 活性 は．種子そ の もの に も存在 す るが ，

発芽 3 〜4 日で そ の 活性は最大 と な り，PMase 活性

およ び RNA の 消長も RNase 活性と同様な傾向が

み られ る．

　 3． 発芽体酵素液 に お け る RNase ならび に PMase

活性 の 至 適 pH は
，

い ずれ も酸性 （pH 　4，5） と ア ル

カ リ匹 （pH 　 7．5） の 両域 に あ る．

　4． 発芽体各部位 に お ける RNase，　PDase，5t−PD ・

ase，　 PMase な どの 活性 分 布 は，比活性 で 比較 した場

合，子葉，茎，根 の 順 に 高 くな る．

　終 りに のぞ み，本研究 に 際 し，御 校 閲を賜 わ った北 海道

大学水産 学部 斎 藤恒行教授、な らび に 本 報告 の 発表を許 可

され た 当社竹井俊郎社長に 深甚 な謝 意 を彰 しま す．な お，

本 研究 の 概 要は，昭和42年 4 月 4 日，東洋大学で 開催 され

た 日 本農 芸化 学会大会に お い て 講演発 表 した．
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