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　　 An　inter−laboratory　validation 　 study 　 was 　performed 　for　the　purity　test　of 　Atractylodes

Rhizomc　targeted 　for　Atractylodes　Lancea 　Rhizome 　based　on 　a　PCR −RFLP 　by　7　persons

whose 　experience 　with 　PCR 　experiments 　 ranges 　from 　O　to　lO　years．　 Twenty−five　crude
drugs　derived　from 　medicinal 　Atractylodes　plants　were 　distributed　to　each 　practitioner　and

the　discrimination　of 　them 　into　Atractylodes　Rhizome　and 　Atractylodes　Lancea　Rhizome
was 　carried 　out 　following　the　common 　experimen 愉 I　protocol．　 As 　a　result，　all　practidoners
achieved 　exact 　identification　regardless 　of 　their　experience 　with 　PCR 　or 出 e　kind　 of 　the

instruments　 used 　 in　 the　 test．　 This　 resuh 　 indicates　 that　 thc　 test　 is　 re 】iable　 for　 the

discrimination　of　Atractylodes　Rhizome　and 　Atractyiodes　Lancea　Rhizome ．

Keywords ： purity　test；Atractylodes　Rhizome ；Atractylodes　Lancea 　Rhizome ； polymerase

chain 　reactiQn −restriction　fragment　length　polymorphism（PCR −RFLP ）；validation

　 天然物 で あ る 生薬の 品質 を確保す る た め に は，正 し い

基原 の も の を 用 い る こ とが 必 須 で あ り，基 原 が 生 薬 の 適

否 の 判定基準 で あ る こ とは，日本薬局方 の 生 薬総則第 4

項 に 明 記 さ れ て い る
1・2），従来，生 薬の 基 原種 の 鑑定は，

内部及び外部形態 の 特徴 に 基づ い て な され て い るが，専

門的 な 知 識，技術 を 必 要 と し，近年，そ の 担 い 手 は 減 少

傾向 に あ る ．一
方，近年の 分子生物学，遺 伝 子 工 学 の 進

歩に 伴 い ，遺伝子塩基配列の 違 い に 基づ き，生 薬 の 分類，
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鑑 定 を行 う研究 が ，さか ん に行わ れ て い る
3｝．同方法 は，

従 来 ま で の 組 織 形 態 や 成 分 な ど の 表現 型 （phenotype） に

基 づ く 分類，鑑 別 と 異 な り ，直接，遺伝子 型 （genotype）を

見 る た め，環境要因の 影響 を受 けな い と い う利点 を 有 し

て い る ．ま た ，こ れ ま で の 方法 で は 困難 と さ れ た 粉 末 生

薬や 種間雑種 の 同定 に 威力を 発揮す る ．

　 こ の よ う な 状況 を 受 け ，第十五 改 正 日本薬 局 方第
一

追

補よ り，「遺伝子情報 を 利用 す る 生薬 の 純度試験 法 」 が ，

参考情報 と して 収 載 さ れ て い る
4）．参 考 情 報 で は ，形 態 及

び成分 化学的な 同 定 が 困 難で あ り
5．8〕，ま た ，雑種 個体 が

存在 す る
9》生 薬 の

一
つ と して 朮類 生薬 を取 り上 げ，ビ ャ

ク ジ ュ ツ 及 び ソ ウ ジ ュ ツ の 基 原 植 物 で あ る 4 つ の

Atractylodes属 植 物 （ビ ャ ク ジ ュ ツ ，　 Atractytodes　japonica

及 び A ．ovata ； ソ ウ ジ ュ ツ，　 A ．　lancea及 び A ．　chinensis ）に

つ い て ，核 rDNA の ITSI 領域 の 塩基配列の 違 い に 基 づ き，

mu 田 nt 訓 ele 　specific 　amplificaUon （MASA ）法 に よ り鑑別す

る 手 法が 紹 介 さ れ ，こ の 原 理 に 基 づ き，ビ ャ ク ジ ュ ツ 中

の ソ ウ ジ ュ ツ に 関す る 純度試験が示 さ れ て い る
4．10｝．こ の

試験方法で は ，生 薬 か らの DNA 溶液の 調製法 と し て ，シ

リカ ゲ ル 膜へ の DNA の 吸着 を利 用 し た 方法が採用 さ れ

て い る．同 法 は ， 遺 伝 子 組 換 え 食品 の 検 知 法
lb

）で も採 用

さ れ た 方法 で あ る が，操作がや や 煩雑で あ る た め 試験実

施 者 の 技術 差 が 出 や す い 方法で も あ る ．従 っ て ，得 られ

る DNA 溶液 の 品質 に 差が 生 じ る 場合 が あ り，こ れ は ，次

の PCR の ス テ ッ プ の 結果 に 影響 を 与 え うる ．ま た MASA

法 は ，PCR に お け る プ ラ イマ
ー

と 鋳 型 DNA の ア ニ
ー

リ

ン グ温度 の 僅 か な違 い を利用 したもの で ある た め，各試

験 機 関 で の PCR 装 置 の 精 密 な 温 度 校 正 が 要 求 さ れ る な

ど の 課題が あ っ た．

　 生薬 か らの DNA 調製 に おい て，煩雑な精製過程が要

求 さ れ る 大 き な 理 由 は ，試料 由 来 の 多糖類 や フ ェ ノ
ー

ル

類等，PCR 酵素阻 害作 用 を有す る物質 を 充分 に 除 く必 要

が あ る た め で あ る．一
方，最 近 で は，試 料 由 来 の PCR 酵

素阻 害物質 の 作用 を 抑 え る働 き を 有す る PCR 試薬が 開

発 され て い る ．こ の よ うな PCR 試 薬 を用 い た 場 合，検体

に DNA 抽出試薬 を 加え，イン キ ュ ベ ー
シ ョ ン を 行 う の み

の 簡易な方法 で 調製 した DNA 溶液 で さえ も，　 PCR の 鋳

型 に 用 い る こ と が 可 能で あ り，煩雑な DNA 調 製の プ ロ セ

ス を 回 避で き る ．ま た，得 られた PCR 産物 を用 い て，

restriction 　fragment　length　polymorphism （RFLP ）法 に よ る

基原種鑑別を行 う こ とに よ り，MASA 法 の よ うな PCR 装

置 の 精密な 温 度校正 の 必 要性 も 回 避 で き る ．

　 Kondo らは，こ の よ うな視点 に 立 ち，核 rDNA の ITS　1

領域 の 塩基配 列 の 違 い を 利用 した PCR −RFLP 法 に よ る ビ

ャ ク ジ ュ ツ と ソ ウ ジ ュ ッ の 区 別 法 を 開発 して い る
12｝．

　 本研 究 で は，Kondo ら に よ り論文報告 さ れ た 方法 を基

に，PCR −RFLP 法 を利 用 し た ビ ャ ク ジ ュ ツ の ソ ウ ジ ュ ツ

に対 す る 純度試験 法 案 を 作 成 し，そ の 適 用 性，実 用 性，

信頼 性及 び 目 的 適 合性 を 評 価 す る た め，複数機 関 に よ る

妥 当 性確認 試験 を 行 っ た ．す な わ ち，産官学 か らな る 7 つ

の 機関 に ，同
一

の 試 料 を 未知検体 と して 配 布 し，共 通 の

試 験法案 （プ ロ トコ ール ）に よ り純 度 試 験 を行 い ，そ の 試

験結果が，全機関，同
一

の 結果を導 くか ど う か を試験 し

た の で ，そ の 結果 を 報告 す る ．

実 験 方 法

　 実験条件 の フ ロ
ーチ ャ

ートを Fig，1 に ，利用 した DNA

領域 の 塩基配列，ブ ラ イマ
ー，制限酵素部位 の 位置 を Fig．

2 に 示 し た ．

L 実験材料

　 試験対象 と した ソ ウ ジ ュ ツ 及 び ビ ャ ク ジ ュ ヅ は ，基原

種 の 同定 済 み の もの を，生 薬 メーカー 2 社 よ り，譲 り受

けた ．こ の 内，A ．tancea，7 個体；A ．chinensis 及び A．　ovata ，

各 10個体 ；A ．japonica，20個体 に つ い て ，試験方法 と 同
一

の 方法 に よ り，予 め ，PCR −RFLP 法 に お け る 電気泳動 パ

ター
ン の 確認 を行 っ た．

DNA 　extraction　　　Samp 且e　20　mg
　 　 　 　 　 　 　 SNE τ buffer　400 μL
　 　 　 　 　 　 　 55

°
C，Gver 　night （】6−18hr ）incubation

PCR1 ・Ampdi ・ecψ ・ 　 　 　 g5℃ 10mi 。

［講 雛
齣 iiii雛睡

Resriction　enzyme 　digestion　　　　Restriction　enzyme 　digesdon

瞬黙 lg，1
：瞬

憐蹴 慧
畷

　 　 　 　 AgarQse　gel　electrophoresis

　　　　　［
　 　 　 　 　 4％ agarose

　 　 　 　 　 lOO　V ，ca ．20　min

Fig．　l　 F且ow 　chart 　and 　experimental 　conditions 　of 　the

purity　test

（97）
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Fig．21TS 　sequence 　a且ig皿ment 　of 　medicinal 　Atractylodes　plants
　 　 　 l，A ，　lancea（Acc ，　no ．　AB219407 ；2，　A ，　chinen ∫is （AB219408 ）；3，　A．ノaponica （AB219405 ）；4，　A ．　macrecephala （A 、

　　　 ovata ）（AB219406 ）

　 　 　 Adot ∵ Indicates血e 　same 　nucleotide 　as 　thaI　efA ．　lancea．

　　　 A π ows 　indicate｝ocations 　and 　directionsof　the　primers

2．試 薬

　 DNA の 抽 出に は，　 SNET 　buffer （20 　mM 　Tris！HC 】pH8 ，0，

5mM 　 EDTA ，400　 mM 　 NaCl，0．3％ SDS ，200 μg！mL

Preteinase　K ）を 用 い た．こ の 抽 出試 薬 に つ い て は，試 験参

加 機 関 の
一つ が 調 製 した 同一ロ ッ トの もの を 各 機 関 に 配

布 し，使 用 した．DNA ポ リ メ ラ
ーゼ に は ，　 Neva 　Taq 　Hot

Start　 DNA 　 polymerase （Merck ） を ，　 PCR 試 薬 に は ，

Ampdirect　plus（Shimadzu）を 用 い た ．制限酵 素，　 Faul及 び

Mspl は，い ずれ も New 　Englald　BioLabs 社の もの を用 い

た ．電気泳動 は，E−g。1（【nvitrogen ）を用 い た ．水は ，　Milli−Q

SynthesisAIO（Millipere）で 精製 し た超純水 を 121℃ ，20 分

の 条件で オートク レープ滅菌 した も の を用 い た．な お，

上 記試薬類の 内，電気泳動以 降 は ，送付検体 の 確認 を行

っ た機関が使 用 した もの を記載 し た，

3。機器

　 恒温 槽，ドラ イ サ
ー

モ バ ス MG −200 （東京理 化 器械 ）；

遠 心 機，KUBOTA 　1920 （Kubota ）； ボ ル テ ッ ク ス ミキ サー，

TTM −1 （Shibata）； サ ー
マ ル サ イ ク ラー，DNA 　 Engine

町 C−200 （MJ 　Research，現 Bio−Rad）； 電気泳動装置，　E．gel

（Invitrogen）； トラ ンス イ ル ミ ネーター，　DT −20MCP （Atto）；

ゲ ル イ メージ解析装置，AE −6911 （Atto）．なお，上 記機器

類は ，送付検体 の 確認 を 行 っ た 機関が 使 用 し た も の を記

載 した，

4．試 料 の 調製

　 基原植物 を 確認 し た 各個体 を 1−1．5cm 角 ほ ど の 大 き

さ に切断し，各機 関に 25 検体を未知試料 と して 送付 した．

25 検体 の 内 訳 は ，A ．・tancea，4 検体 iA ．chinensis ，6 検体 ；A．

ノaponica ，8 検体 ；A ．　ovata ，7 検体 と した ．試験 の 性質 上，

試料 は，各検体番号 に つ い て 全機関 同
一一・・

個体 を 使 用 す る

こ とが 望 ま し い が ，通 常流 通 す る 試料 の 大 き さで は，そ

れ を 可 能 にす る 量 が 得 られ な か っ た た め，A ．　tancea の 3

検 体 及 び A ．ノaponica の 全検体 で ，各 検体番号 に つ き，2 個

体 を 使用 し た．

5．DNA 溶液 の 調製

　 各検体 の 外皮 を 削 り，除去 し た 後，残 っ た 内部組織 を

ナイ フ で 細 か く （厚 さ 0，2mm ，長 さ 2mm 程度）削 り，採取

し た，こ の も の ，20mg に SNET 　buffer　400　ptLを 加 え，撹

拌 した 後，55℃ で，終夜 （i6−18 時間 ），イ ン キュ ベ
ー

シ ョ

ン し ， 終 了 後 ， 95℃，5分 間 加 温 し ， Proteinase　K を失 活 さ

せ た．遠 心 （15000xg ，2 分 ）上 清 を採 取 し，　 DNA 試 料 溶

液 と した ．

6．プ ライ マ
ー

　 5’prirner，5’−GGC 　 ACA 　 ACA 　 CGT 　 GCC 　 AAG 　 GAA

AA −3’；3
’
primer．5

’−CGA 　TGC 　GTG 　AGC 　CGA 　GAT 　ATC

C−3’．全 て の ブ ラ イマ
ー

は，テ キサ ス ジェ ノ ミ ク ス ジ ャ

パ ン （株）製の ゲル ろ過 精製グ レードの も の を 用 い た．
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7．　PCR 条件

　 lxAmpdlrect 　p蓋us ，0，5 μM 　5’及 び 3’プ ラ イマ
ー，0．5

unit 　Nova 　Taq　Hot　Start　DNA ポリメ ラ
ーゼ を含む液 に，各

検 体 よ り調 製 した DNA 試料溶液 0．5 μL を 氷中で 加 え ，

全量を 20 μL とし，反応 を行 っ た，温度条件 は，以 下の

通 りで あ る 二95℃ ，10分；95℃ 30秒，65℃，15秒，72℃ ，15

秒 ，40 サ イ ク ル ；72 ℃．7 分．

＆ 制 限酵 素処 理 及 び DNA 　fragment の 確 認

8圏1．Faul

　 酵 素 に 添 付 の 緩 衝 液 及 び 1．O　 unit の Faul か らな る 液

に ，PCR 産物 （未精製）3．0 μL を 氷中で 加 え ，全 量 を 15μL

と し，55 ℃ ．2 時 間，イ ン キ ュ ベーシ ョ ン を 行 っ た．終了

後，72℃，10 分 間 加 温 し，酵 素 を 失 活 さ せ た ，

8・2。　Mspl

　 酵 素 に添 付 の 緩 衝液及 び 20．0　unit の Mspl か らな る 液

に ，PCR 産物 （未精製）3．0 μし を 氷中で 加え，全量を 15 μL

と し，37℃ ，2 時 間 ，イ ンキ ュ ベ
ー

シ ョ ン を 行 っ た．終 r

後，72℃ ，10 分間加温 し，酵素 を 失活 さ せ た ．

8−3．　Fragment 　pattern の確認

　 制 限 酵 素 処 理 断 片 の 解 析 は．ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル 電 気 泳 動

（ゲル 濃度 ：4％ ）に よ り行 っ た．試料 と と も に 泳 動 す る プ ロ

モ フ ェ ノール ブ ルー色 素 が 原 点 か ら 2cm 程 度 進 ん だ と

こ ろ で ，電気泳動 を終 了し，UV （3　i2nm ）照射下 の エ チ ジ

ウ ム ブ ロ マ イ ドの 蛍 光 に よ り DNA 断 片 を確認 した ．

9．判定

　 改定試験法案 で は ，ビ ャ ク ジ ュ ツ 25 個体 に 番号 を 付

し，各個体，個別に PCR −RFLP 法 に よ り基原種鑑別 を行

い
， 若 い 番号 か ら順 に ， 鑑別 可能 な 20 個体 を 選び，そ の

中 に不 適合試料 が 幾つ 存在す る か で ，純度試験 の 合否 判

定 を行 う，従 っ て ，PCR −RFLP 法 に よ る 各個 体 の 鑑 別 基

準 と純度 試 験 の 判定基 準 の 二 種 の 基 準 を 定 め た ，しか し，

今回 の 試験 で は，実験方法 の 妥 当 性 の 確認 を 目的 に した

た め ，多 く の 不 適合試料 を 未知検体 に 加 え て お り，純度

試験 と し て の 判定 は ，当 然，不合格 に な る ，こ の た め ，

判定 は ，各検体 の 合 否 に つ い て の み 行 っ た，各 個 体 の 判

定基準は，下記の 通 りと した．

1．PCR 反応 にお ける ブ ラ ン ク 反応液 に ，プ ラ イ マ
ー

ダイ

マ
ー一

（約 40bp ）を 除 く バ ン ドを 検 出 し な い ．も し，バ ン ド

が検出さ れ る 場合 は，PCR 溶液の 調製 の 際 に，外因性 の

DNA が 混 入 した と判 断 し ，　 PCR か らや り直す ．

2．ど ちらの 制限酵素反応液 に お い て も，約 140　bp の バ ン

ド及 びプ ラ イマ
ー

ダイ マ ー
（約 40bp ）の 他 に ，バ ン ドを認

め な い 場合，ビャ ク ジ ュ ツ （A ．jαponica ま た は A ．　ovata ）と

判 断す る ．

3．制限酵素 Faul 反 応液 に お い て ，約 80 及び 60　bp の バ ン

ドを認 め る 時，A ．　tanceaと判断す る ．

4．制限酵 素 Mspl 反 応 液 に お い て ，約 90 及 び 50　bp の バ

ン ドを 認め る 時，A ，　chinensis と判断す る．

5．制限酵 素 反 応 液 に お い て ，プ ラ イ マ
ーダ イ マ

ー一
（約 40

bp）の 他 に ，い ず れ の バ ン ドも 認め な い 場合，　PCR 産 物が

得 られ て い な い と判 断 し，そ の 個体 の 基原種 は，判定不

能 と す る ．

10．試験 の 実施

　 今回の 妥 当 性確認試験 に 参加 し た機関 は，7 機関で あ

っ た．こ の 内，2 機関 は，実験設備の 都合上 ，同
一

の 施設

を 使用 した．未知試料 25 検体，各プ ライ マ
ー・，DNA 抽

出 試 薬及び実施 要 項 を 各 機 関 へ 送 付 し，試 験 期 間 は，約 2

ヶ 月 と した ．結果 は，各機関が 判定基準 に 従 い 判定 し，

所定の 様 式 に よ り，試 験 実 施 者 の 氏 名，PCR 実 験 の 経験

年数 ，使用機器，各検体 の 合 否及 び 電 気泳 動 像 を 回 答 と

して 得 た．

結果

　 全 試験 実 施 機関 にお い て ，特 に トラ ブル も無 く，期 間

内 に 試験 を 終了 し た ．結果 は ，全 機関 に お い て 判定不 能

試料 も 無 く，全て の 試料で 正 しい 回 答を導く こ と が出来

た ．結果 の
一

例 を Fig．3 に 示 し た ．　Fig．3 に お い て ，制限

酵素断片 を 生 じた 検体 の
一

部 に お い て ，元 の PCR 産物

（約 140bp ）の バ ン ドも認 め られ て い る （Faul 処理群 に お

け る aane　18；Mspt 処 理 群 にお け る lanes　8，15，20）が，こ れ

は，A ．　tancea と A ．　chinensis の 雑種個 体
D〕 に 起 因 す る もの

か，も し くは，制限酵 素 未消化 の PCR 産物 に 由来 す る も

の と 思 わ れ る ．

　 試験実施者 7 名の PCR 実験 の 経験年数 は ，0−le（平均

5．7）年で ，2 名が 経験年数 0 年だ っ た．

　 実 験機器 の 種類 で は ，サー
マ ル サ イ ク ラ

ーは，4 社，5

種類 の 装置が使用 さ れた．制限酵 素処理用 の イ ン キ ュ ベ

ー
タ
ー

は ，全機関 で サ
ー

マ ル サ イ ク ラ
ー

を転 用 し て い た

他，1 機関 で，hybridization　oven も 転用 し て い た た め ，イ

ンキ ュ ベ
ー

シ ョ ン に 使用 さ れ た機器 の 種類 と して は，5 社，

6 種 類 だっ た ．ま た，電 気 泳 動 シ ス テ ム に つ い て は，今 回
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Fau　1 Msρ 1

0bpObp

200bplOO

　bp

Fig。3Electopherograms 　of 　PCR −RFLP 　assay 　on 　the　p皿rity　test

　　　 Lanes　I　to　25　correspond 　to　samples 　l　to　25，

　　　 Lane　N 　is　negati 　ve 　control 　where 　no 　temp 旦ate　conIrol 　in　PCR 　was 　digested，

　　　 La 皿 e 　M 　is20 　bp　DNA 　Iadder．

の 試験 に 使用 す る ア ガ ロ
ー

ス 濃度 が 高 く，取 り 扱 い が 難

しい た め，試験実施説明会 に お い て ，プ レ キ ャ ス ト型 ア

ガ ロ
ー

ス ゲ ル の 使 用 を 推 奨 し た こ と も あ り ，5 機関で ，

Invitrogen 社の E−gel を使 用 して い た．他 の 2 機関は，汎

用 型の mupid （Advance）を使 用 して い た ．トラ ン ス イ ル ミ

ネ
ー

タ
ー

は，4 社，5 種 類 の 装 置 が 使 用 され た．

　 特 記 事項 と し て，試験実施者 か ら寄せ られ た 意 見 は，

概 ね，以 下 の 通 りだ っ た ．

1．DNA 抽 出 の 際 の 遠 心 に お い て，プ ロ トコ ール の 条 件 で

は，組 織 が 沈殿 しな い も の が あ っ た．

2，DNA 試料溶液 は，や や粘性があ り，PCR の 鋳 型 と して

α5 μL を と る の は，や や 難 し く感 じた，

3，4％ ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル を 自作 し た が，取 り 扱 い が 難 し く，

プ レキ ャ ス トゲ ル の 方が 良 い と 感 じた．

4 ．PCR の 際の negative 　control も制 限 酵 素 処 理 に 供す るべ

き．

5．現行 の 試験法 に 比 べ
， さ らに 操 作 が 簡 略 化 さ れ て お り，

不 慣れ な 者で も 可能で あ る と 思 わ れ た．

6．個 体 別 の 試験 で あ れ ば，遺 伝子情報 を使用 しな くて も，

他 の 方 法 で ，鑑 別 は 可 能 で あ る ．む し ろ ソ ウ ジ ュ ツ の ビ

ャ ク ジ ュ ツ に対 す る純 度 試 験法 に つ い て 混合 （粉末）試

料 で ，実 施 可 能 な 方法 を検 討 す べ き．

　 そ の 他 に，i機関 よ り参 考情報 と して Fermentas社製 の

Faul （Smul）を 使用 し た 際 の 結果 が 寄 せ られ た ．そ れ に よ

る と，New 　England 　BioLabs 社製の Faul に 比べ ，　Fe   entas

社製 の も の で は 消化効率が 高 く，制限酵素断片の 確 認 が

よ り容 易 で あ っ た （デ
ー

タ未 掲 載 ）．ま た ，Fementas 社 の

もの で は 温 度 条 件 が 37℃ で あ るた め，Mspl の 反 応 と同

時 に，同一の 装 置 を用 い る こ とが 出 来 る 利 点 を有 して い

た．た だ し，価 格 は Ncw 　England 　BioLabs 社 の も の が，

Fermentas社 の も の に 比 べ ，安 価 で あ る．

考察

　 今 回 の 研 究結果 か ら，PCR −RFLP 法 に よ る 朮類 生 薬の

鑑定法 は，試験実施者 の 技術力，使 用 実験装置 に よ らず，

全 機関で ，同
一

の 結果 を導 く こ とが 出 来，高 い 精 度 と頑

健性 を有す る 優 れ た 方法で あ る こ と が 確 認 出 来 た，こ の

こ と か ら 本試 験法 は，適 合 性 ，実 用 性，信頼性 及び 目的

適合 性 の 事 項 に 対 し，妥当性 が 確認 さ れ た と 判 断 さ れ た．

試験実施者 か ら指摘 の あ っ た項目の 内，t，2，4 に つ い て は ，

実 験 条 件 を 変更 す る こ と で ，容 易 に 解決 が 可 能 で あ る と

思わ れ る ，ま た，6 に つ い て は，今後 の 検討課題 に すべ き

と考 え て い る ．
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結 論

　 今 回 ，妥 当性試 験 を 行 っ た PCR −RFLP 法 に よ る 朮類生

薬 の 鑑別法 は，現行 の も の に比 べ ，操作が簡便 か つ ，頑

健性 の 高 い 方法で あ る こ とが 示 さ れ た．
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