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原 著

実験 的マウス抗酸菌症の経気道感染 モデルの開発:

尾静脈感染モデルとの比較

土 井 教 生

結核予防会結核研究所基礎研究部

DEVELOPMENT OF THE INTRATRACHEAL INFECTION MODEL OF

 EXPERIMENTAL MURINE MYCOBACTERIOSIS

Comparison with the Intravenous Infection Model

Norio DOI*

An intratracheal infection method of experimental murine mycobacteriosis was devel-

oped for an in vivo study of antimycobacterial agents.

Two models of intratracheal (IT) and intravenous (IV) routes of infection with 

mycobacteria of the same inoculum dose were compared in terms of the mean survival 

days of mice or bacterial loads in organs during the course of infection. IT model with 

either of M. bovis Ravenel, M. tuberculosis Kurono, M. tuberculosis H37Rv or M. 

intracellulare N-256 exhibited a much more distinct lung-specific infection than IV model 
with the same dose of respective mycobacterial strains.

The intratracheal infection method presented in this report dose not require any special 

equipment and is a much safer method for the researcher than airborne infection. In this 

model, following slight anesthetizing of mice, bacillary suspension was injected quantita-

tively into lungs through the mouth and trachea by using a specially modified needle set 

with a short fine polyethylene tube.

This IT model may be useful not only for the in vivo assessment of anti-mycobacterial 

agents but also for the comparison of virulence among various mycobacterial strains.
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緒 言

新薬の治療 効果 を既存 薬 との対比 で検討 する上 で,近

交系マ ウス を用 いるin vivo治 療実験 は,臨 床治験 に先

立 って欠 かす こ とので きない基礎研究段階であ る。

近年,後 天性免疫不全症候群で併発す る全身播種型の

抗酸菌症が 問題 となっているが1)～3),結 核 症 をは じめ

抗酸菌症 と しては肺感染症例が圧倒的多数 を占め,宿 主
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の臨床 経過の鍵 を握 るのは肺病巣 である とい う本 質は依

然 として変わ らない。 したがって,化 学療法剤 の治療効

果 を追究するための基礎研 究 も,可 能な限 り肺病変 を主

体 とする 「肺 感染モデル動 物」の実験系 で検討 すべ きで

あろ う。

本報告で示す経気 道感染 の方法は,簡 単な器具 を用 い

て菌液 を直接 マ ウスの肺 内に定量 的に注 入する安全 な方

法である。 この 「経気 道感染 モ デ ル系 」 が従 来 か らの

「尾静脈感染モデル系」 と並び,化 学療 法剤 の基礎 研 究

において,有 益 な実験感染モデルであることを示 したい。

材 料 と 方 法

実験 方法:実 験(1)M.bovis Ravenel株 とM.tuber-

culosis Kurono株 を用 いて,各 菌種 の 同一菌 量

をITとIVの 異 なる経路か ら感 染 させ た。作 製 し

た4種 類の感染モデ ル系 は同 時並行 で観 察 し,IT

とIVの マ ウス 平 均 生 存 日数(mean±SD;各

n=10)を 比較 した。

実 験(2)M.tuberculosis H37Rv株,同Kurono

株,M.intracellulareN-256株 を用 いて,各 菌

種の 同一菌量 をITとIVの 異 なる経路 か ら感染 さ

せ た。2菌 種3株 計6種 類のモデ ル系 を同 時並行 で

観察 し,肺 ・肝 ・脾内cfuの 経時的推移を比較 した。

抗酸菌株:M.bovis Ravenel(NIHJ1607)株 は国立

予防衛生研究所(現 国立感染症研 究所)細 胞免 疫

部 高橋 宏博 士(当 時),M.tuberculosisH37Rv

株(ATCC27294)は 広 島大 学医 学部細 菌 学教室

田坂博信博士(当 時),M.intracellulareN-256

(臨床分離株)は 島根 医科大学医 学部微 生 物 ・免 疫

学 教 室 斎 藤 肇 博 士(当 時)よ り分 与 さ れ た 菌 株 を

使 用 した 。M.tuberculosis Kurono株 は 結 核 研

究 所 に凍 結 乾 燥 保 存 の 菌 株 を使 用 した 。

動 物:BALB/c CrSlc6週 令 雌 マ ウ ス(日 本 エ ス エ ル

シ ー)を 用 い た 。

菌 液 の調 製:Youmansの 方 法 に 従 い4),Proskauer

&Beck液 体 培 地 で5～7日 間培 養 し,早 期 に発 育

す る 薄 い菌 膜 を採 取 した 。 こ れ か ら調 製 した菌 液 を

マ ウ ス に肺 感 染 させ,4～6週 間 経 過 後 に肺 か ら7

H10寒 天 平 板 培 地(Difco)を 用 い て菌 を 回収 した 。

肺 回 収 菌 を,H37Rv,Kurono,Ravenel株 は

Dubos液 体 培 地(Difco)で,N-256株 は7H9液

体 培 地(Difco)で,そ れ ぞ れ の菌 株 と も に4回 の

同調 培 養(21,10,7,5日 間)に よ り,菌 の 代 謝

活性 を高 め,培 養 日令 を 揃 え た 。 培 養 菌 液 は 濁 度

0.125(560nm)に 達 した 時 点 で遠 心 集 菌 し,セ ラ

ム チ ュ ー ブ に 分注 後,氷 水 中 で30秒 間超 音波 処理 し,

-80℃ で 凍 結保 存 した 。

感 染 菌 量:実 験(1)で は,Ravenelは1.0×104cfu,

Kuronoは1.0×105cfu,実 験(2)で は,H37Rvと

Kuronoは1.0×106cfu,N-256は1.0×107cfu/マ

ウス をDubos液 体 培 地 ま た は7H9液 体 培 地 に 懸

濁 して 接種 した 。 両 実験 と もに,同 一 菌株 を感染 さ

せ たITとIVに は そ れ ぞ れ 同 一 の 菌量 を接 種 した 。

IV感 染:26番 ゲ ー ジ1/2イ ンチ の 注 射 針 と1ml容 量 の

シ リ ン ジ を用 い て,尾 静 脈 か ら菌 液0.2mlを 注 入 。

IT感 染:麻 酔 条 件 は,(a)ketamine(Park-Davis社)

とxylazine(Bayer社)を80:16mgの 割 合 で 混

和 し,10倍 希 釈 後,200μl/マ ウス を腹 腔 内 投 与5),

Fig. 1 Comparison of the survival days between the IT-and IV-

infected mice. BALB/c mice were infected with 1.0•~10 4 cfu of M. 

bovis Ravenel or 1.0•~10 5cfu of M. tuberculosis Kurono by the 

different routes. The numbers in parentheses represent the mean 

survival days (mean•} SD) of each group (n=10). IT: 

intratracheal infection, IV : intravenous infection.
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Fig. 2 Growth of M. tuberculosis H37Rv in 

the lungs, liver and spleen following infection 

(1.0•~10 6cfu) of BALB/c mice through the 

intratracheal route. Each point represents the 

average of three mice. The standard devia-

tions (SD) were less than 0.12 in every ex-

periments. Arrow indicates the size of infec-

tion.

または,(b)pentobarbital(AbottLab.)を10倍

希 釈後,10μl/マ ウス体重gの 割合 で腹 腔 内投与,

のいずれかに より行 った。肺 内へ の菌液注入時 は,

額帯鏡 を用 いてマウス口腔 内を照射 し,先 端 を斜 め

にカ ッ トしたポ リエチ レンチ ューブ(長 さ25mm;

SP37,夏 目製作所)を 装着 した25番 ゲ ー ジ5/8イ

ンチの注射針 をマウス気管内 に挿入。次いで,予 め

菌液0.1mlと そ の上層 に0.1mlの 空気 を吸 引 した

1rnl容 量の シリンジを 気管内 に挿入 した注 射針 に

接続 して,菌 液 を定量的 に肺内 に注入 した。

臓器内菌数の測定:無 菌的 に摘出 した肺,肝,脾 を秤 量

後 ガラスホモ ジナイザー(岩 城硝 子)で 臓 器 を摩

砕 し,冷 却滅菌精製水 で10倍 希釈系列 を作 製 した。

各希釈系列 を2本 の1%小 川培 地にそれ ぞれ0.1ml

ずつ接種 し,3～4週 間37℃ 水 平位 置で培養 後,各

2本 の培 地の検 出 コロニーの平均値 を基 に臓器 内総

菌数 を算出 した。

結 果

実験(1)ITモ デル とIVモ デルの生存 日数 の比較

Fig. 3 Growth of M. tuberculosis H37Rv in 

the lungs, liver and spleen following infection

 (1.0•~106cfu) of BALB/c mice through the in-

travenous route. Each point represents the av

- erage of three mice. The standard deviations 
(SD) were less than 0.12 in every experi-
ments. Arrow indicates the size of infection.

Kurono株 感染 ともにITがIVに 比 して よ り強力 な感

染 であることを示 した(Fig,1)。

実験(2)同 一菌数 を感染 させたITとIVの 抗酸 菌臓 器

内分布

1)結 核菌感染

H37Rv感 染系:感 染1日 目,ITで は接 種 菌の1/10

以上 を肺か ら検出 し,肝 ・脾 ではゼロ。7日 目か ら28日

目まで感染菌は肺 のみで増加傾 向を持続 し,肺 内cfuは

終始 肝 ・脾 と比較 して102倍 以上 で推移 した(Fig.2)。

IVで は感染1日 目,肝 》脾>肺 の順 で接種 菌 を検 出 し

た。14日 目までは 肺,肝,脾 ともに増 加 を示 したが,

それ以降は横這 い傾 向を示 した(Fig.3)。H37Rv感 染

マウス6週 後 の肺-肝-脾 の重量比 は,非 感染対照マ ウ

ス対比 で,IT系3.56:0.57:0.56倍,IV系2.37:1.36:

4.67倍(各n=3)で,ITがIVに 比べ て よ り肺 特異 性

の高 い感染モ デルで あることを示 した(Fig.4)。

Kurono感 染系:IT系 は20日 目に肺 内菌数 が107を

超 えて死亡 した。検 出菌量の肺》脾≧肝の順 位 と臓 器内

菌 数 の 経 時 的 推 移 はH37RvのIT系 と 同 様 だ っ た

(Fig.5)。Iv系 の感染1日 目,肝 》脾 〉肺 の順 で接種

菌 を検出 した。脾≧肝の推移 はH37RvIV系 と同様だっ

たが,肺 のみはH37RvIV系 と異 な り,cfuは 横 這 い

に転 ず る こ とな く20日 目の死 亡 まで 増 加 が 続 い た

M.bovis Ravenel104cfu感 染 のITとIVの マ ウ

ス平 均 生 存 日数 は そ れ ぞ れ25 .5±1.6,74.5±9.9日,

M.tuberculosis Kurono105cfu感 染 のITとIVで

は そ れ ぞ れ32.3±4.4,60.1±8.9日 で,Ravenel株,
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Fig. 4 Features of the lungs, liver and spleen of BALB/c mice 6 weeks post-

infection with lO6cfu of M. tuberculosis 1-137Ry through the intratracheal and 

intravenous routes.

Fig. 5 Growth of M. tuberculosis Kurono in 

the lungs, liver and spleen following infection 

(1.0•~106cfu) of BALB/c mice through the 

intratracheal route. Each point represents the 

average of three mice. The standard devia-

tions (SD) were less than 0.11 in every ex-

periments. Arrow indicates the size of infec-

tion.

(Fig.6)。

IT感 染 モ デ ル で は感 染 菌 株 の毒 力 の 違 い に 関 わ らず

肺 内cfuが 肝 ・脾 の102倍 以 上 で 推 移 した(Fig.2,

Fig,5)。IVモ デ ル で は,肺 内 に お け る菌 の 増 殖 過 程 は

Fig. 6 Growth of M. tuberculosis Kurono in 

the lungs, liver and spleen following infection

 (1.0•~10 6) of BALB/c mice through the intra-

venous route. Each point represents the aver-

age of three mice. The standard deviations 

(SD) were less than 0.11 in every experi-

ments. Arrow indicates the size of infection.

毒 力 の 異 な る2株 の結 核 菌 で 明 らか な違 い が認 め ら れ た

(Fig.3,Fig,6)23)。

2)M.intracellulare感 染

N-256感 染 系:ITで は1日 目に 接 種 菌 の 約50%を 肺
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Fig. 7 Bacterial loads of M. intracellulare N-

256 in the lungs, liver and spleen following 

infection (1.0•~107cfu) of BALB/c mice 

through the intratracheal route. Each point 

represents the average of three mice. The 

standard deviations (SD) were less than 0.15 

in every experiments. Arrow indicates the 

size of infection.

Fig. 8 Bacterial loads of M. intracellulare N-

256 in the lungs, liver and spleen following 

infection (1.0•~107cfu) of BALB/c mice 

through the intravenous route. Each point 

represents the average of three mice. The 

standard deviations (SD) were less than 0.15 

in every experiments. Arrow indicates the 

size of infection.

Fig. 9 Features of the lungs, liver and spleen of BALB/c mice 12 weeks post-
infection with 107cfu of M. intracellulare N-256 through the intratracheal and 
intravenous routes.

か ら検 出 し,肺 内cfuは12週 目まで 増 加 を示 した 。肝 ・

脾 で は,1日 目で肺 と比 較 して1/104と1/106,4週 目

で1/103,12週 目で1/102程 度 の 差 で臓 器 内cfuが 推 移

した(Fig.7)。IVで は1日 目に接 種 菌 の80%以 上 を 肝

か ら検 出 し,脾 で は接 種 菌 量 の1/10,肺 で は1/103以

下 のcfuを 検 出 した 。IVの 肺 内 菌 数 は1～8週 まで 急

速 な増 殖 傾 向 を示 す が,12週 目 に至 って も脾 ・肝 内 菌 数

の1/10程 度 に留 ま った(Fig.8)。N-256感 染12週 後 の
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マウス肺-肝-脾 の重量比 は,非 感染対照マ ウス との対

比 でIT系3.60:083:1.63倍,IV系2.09:1.67:9.2倍

で(各n=3),IVの 肝 ・脾の肥大が顕著だ った(Fig.

9)。

3)病 理学 的検索

結核菌感染 モ デル とM.intracellulareN-256感 染

モデルの肺,脾,肝 組織 に対す るZiehl-Neelsen染 色,

抗BCG抗 体染 色,Hematoxylin-Eosin染 色 を用 い

た経時 的な顕微鏡下の観察で は,IT・IV間 の比 較 にお

いて,臓 器 内菌量 の差異 を反映 して病変の程度 には顕著

な差が あるが,細 胞構成 など質的 な面では差が認め られ

なか った。(病理学的検索 について は別報で報告の予定。)

考 察

実験動物 と して用 いられ てい る齧歯類の中で,肺 感染

後 に類上皮細胞 肉芽腫形成か ら乾酪病巣形成,つ いで乾

酪壊死 を経 て空洞形成 に至 る,ヒ ト類似の肺病変 を形成

す る代表 的な動物 はウサ ギで あ る6)。 しか し,多 数 の

動物 を必要 とす る治療実験の 目的 には均一 な遺伝形質 を

持つ近交系 マウスが最 も現実的 な選択肢 となる。抗酸菌

感染 モデルマウス と して は,BALB/c,C57B1/6等 の

感受性系統 マウス,C3H/Heに 代 表 され る感染 抵抗性

系統 マウスが よ く知 られて い る7)。 近年 で は後 天性 免

疫 不全 症候 群 にお ける全 身播種 型 の ヒ トM.avium-

intra cellularecornplex(MAC)感 染症 に近い病 像

が得 られる系統 としてbeigeマ ウス を使用 す る報告 も

増 えている8)9)。

感染経路 と しては,尾 静脈感染10)11),吸 入感染12),

点鼻感染13),足 蹟感染14),脳 内接種15),皮 下感染16),

腹腔 内感染17),経 口感染18)を は じめ,従 来か らさま ざ

まな感染経路 によるモデ ル作成が試み られている。 この

中でヒ トで の自然の感染経過 に近いのは吸入感染法であ

ろう。 しか し,吸 入感染法 は限 られた研 究施設でのみ実

施可能 であ り,研 究従事者 に対す る感染危険率が高い こ

と,治 療実験の必要 を満たす大量菌の肺感染が困難であ

る理 由か ら,こ の方法 による実験成績の報告 も少数に と

どまってい る19)。

この吸入感染法 に比較 して本報告で示 した経気 道感染

の方法 を用い る長所 は,(a)P3レ ベ ルのバ イ オハザ ー

ド設備 さえあれ ば特殊 な機器 を必要 とせず に簡単な器具

を用 いて肺特異性の高い感染モデル を容易 に作成で きる。

(b>感 染菌量,注 入す る液量 とも自由 に設定で きるので,

急性感染モ デルか ら微量菌感染モデル まで作成可能であ

る。(c)菌 液 をシリンジか らマ ウス肺 内 に直 接注 入す る

ため感染菌が周囲 にエ アロゾル となって飛散する ことが

な く安全性が高い とい う点が挙げ られ る。欠点 としては,

(i)麻 酔の条件が厳密で,マ ウスの体重 を1匹 毎 に測 定

し必要量の麻 酔薬 を正確 に投与 する必要が あるこ と,(ii)

気管 内に注射針 を装 着 したポ リエ チ レ ンチ ュー ブ を的

確 に挿入するために一定 の熟練 を要す るこ と,(iii)IVよ

りも操作 手順 が多いため,1日 で感染可能 なマ ウスの数

が限 られる,と い う点が挙 げ られる。

感染 経路 の異 なるモデル系 ではin vivoに お ける感染

菌の臓 器内分布 が異 なるこ とは,こ れまで にも報告例が

ある20)～23)。

今 回はRavenel株 とKurono株 を用 いてITとIV

モデルマウスの生 存 日数 を示 したが,H37Rv株 の105

cfuを 同様 に比較 した結果 は,IT,IVと もに上述 の2

菌株対 比で はるか に長 い生 存 日数(>24週)を 示 し,

Fig.1の 右 方に位 置す るため省略 した。IV感 染 モ デ ル

マ ウスの生存 日数で結核菌株 の毒 力(virulence)を 比

較 したDunnら の報告24)に よる と,Ravenel株 の毒 力

が最 も強 く,次 いでM.tuberculosis Erdman株,

H37Rv株 の順位 であった。本報告 では強毒 ヒ ト型 結核

菌 としてKurono株 を用 い,Ravenel株 の感染菌量 も,

IT系 とIV系 との差 が明確 になる104cfuと い う比 較的

少ない菌量 で実施 した結果 を示 したが,IT系 の菌株 間

の毒 力の順位 はDunnら のIVの 結果 と同様 であった。

また,Ravenel株105cfuIV感 染 マ ウスの生存 日数 は

27～34日 で,IV感 染系 における菌株 間 の毒 力 の優劣 順

位(Ravenel>Kurono>H37Rv)もDunnら の報 告

と一致 した。

Dunnら は,長 期 の生存 日数 を示すH37Rv等 の結核

菌感染 マウスの肺 では,組 織球性 の肺胞炎が 慢性 の繊維

芽細胞性繊維症 に変化す る過程 を認 めたのに対 し,強 毒

のRavene1株 を用 いた場合,十 分 な肺病 変が 形成 され

る前 にマウスが艶死 する傾 向を指 摘 して いる24)。 一般

に感染 モデル実験 においては,供 試菌 は調製 された培養

条件 に よってin vivoで 異 なる増殖傾 向を示す ことが知

られているが20),Ravenel株 は感染前 の培 養 条件 の違

いにほ とん ど左右 されず マウスin vivOで 強 い毒力 を示

すやや特殊 な菌株 であ り,本 報告 で もRavenel株 は そ

の強力 な毒力 を実証 した。

各種臓器 内での感染菌 の分布 につ いて は,ITモ デ ル

系 については他 に報告例 がな く比較 で きないが,健 常マ

ウスに結核 菌 またはBCG株 をIV感 染 させ たCollins

ら21)は,Odayの 肝臓 ・脾臓 ・肺 内の感 染菌 の分 布 の

比率が90:9:1だ ったこ とを報告 してお り,本 報 告 の

Fig.3,Fig.6で 示 した結核菌 のIV感 染後1dayの 臓

器内分布 の比率 とは異 なっていたが,肝 臓 に最 も多 く菌

が分布 したこ とと,肺 で検 出 した菌が1～5%だ った点

で類似 した傾 向を示 した。また,SCIDマ ウス とCB-17

マ ウス を用い たIV系 でH37Rv,Erdman,H37Ra,

BCG株 の臓 器 内菌 数の経 時 的推移 を追 跡 したNorth
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らの報告25)と 今回の実 験(2)のIVモ デル の結果 を対 照

す る と,Kurono株 とErdman株 との肺,肝,脾 内

cfu分 布 と経時的推移 はまった く同一 の傾 向 を示 し,3

臓器内 にお けるH37Rv株 のcfu分 布 と経時的推 移 で も

ほとんど差が認め られ なか った。

Collins20),North25)ら は,結 核菌 株 の毒力 の違 い

は,マ ウス肺内 にお ける菌の増殖力の差 として認め られ

た こ とを示 して い る が,本 報 告 で もH37Rv株 と

Kurono株 のIV感 染マ ウス におい て,両 者 の肺 内cfu

の経 時的推移 は明 らか に異 な った(Fig.3,Fig.6)。

しか し,ITで はこれ ら2菌 株 の肺 内増殖 の傾 向 に差 は

認 め られず,両 菌株 ともに吸入感染モ デルの肺内cfuの

増殖 曲線25)に 類似 した経 時的推移 を示 した。

一方
,beigeマ ウス とM.avium101株 を用いた系で,

尾 静脈 感染,腹 腔感染,経 口感染,点 鼻感染,肛 門感染

の5種 類 の感染系 を比較対照 したGangadharamら の

報告22)に よる と,感 染1日 目の接種 菌 の臓器 内分 布

(肺-脾-肝-リ ンパ節)で は,点 鼻感染:3.4-0-0-

0%,尾 静脈 感染:30.0-16.6-28.8-0%で,点 鼻感

染 の結果が経気 道感染 の結 果に比較 的近似 していたが,

彼 らの尾静脈 感染 の結 果 はN-256株 を用 い た本報 告 の

結果 とは明 らかに異なった。これは感染菌株 とマウスの

系統 の違いに よる もの と推 定 された。

病理学的検 索でIT系 とIV系 に質的 な差 が認 め られ

なかった ことについては,本 報告 で示 した経気道感染 モ

デルが,「 化学療法剤 のinvivo治 療 実験系 」 とい う 【

的 に焦点 を絞 り,104～107cfu/マ ウス とい う大量 の菌

を感 染 させ て両者 を比 較 した ため と推 定 され る。102

cfu以 下の微 量菌 を感染 させて肉芽腫 形成過程 を比較 す

れ ば,両 モデル間の病理学的な相違が見出 される可能性

が高い と推定 され る。H37Rv株,Erdman株 を用いて,

吸入感染モデル とIVモ デル を比較 したNorthは,微

量の吸入感染が大量のIV感 染 に勝 る肺病変 を惹 起す る

ことを示 してい る23)。感染防御免 疫 を追究 す る 目的 に

は,こ のITモ デルで はな く,Northら が示 した微量 菌

の吸入感染モ デルが よ り適当であ ろう。

今 回示 したITモ デル は,IVモ デ ル とは明 らか に異

なる感染菌の臓器内分布 を示 し,い ずれの抗酸菌株 を用

いても肺重点型の感染モデ ルが得 られた 。 しか し,IT

の方法で102cfu以 下の微量菌感染モ デル を作成 す る場

合,少 ない感染菌量 と注入液量で4葉 か らなるマ ウスの

肺 に菌 を均等 に感染 させ ることは,吸 入感染の場合 と同

じく26),ほ とんど不可能であ る。 動物 感染 モ デル は実

験 の 目的 によって使い分 けるの は当然 であ り,こ のIT

モデルは 「抗結核剤の効果の判定」や 「抗酸菌の毒力の

検定」 な どに優れ たモ デルであ ると考 える。

なお,本 報告の方法で3種 類 の リフ ァマイシ ン誘導体

のinvivo短 期 治療効 果を検討 した結 果27)を 本誌 に報

告 した。

ま と め

(1)Ketamineとxylazineの 組 み合 わせ,ま た はpen-

tobarbital単 用に よる簡易麻 酔条件 下,安 全 で定量

的な気管内注入に よるマ ウス経気 道感染 の方法 ・手技

を開発 した。

(2)結 核菌の同一菌量 を感染 させたITとIVモ デル にお

けるマ ウス生存 日数の比較では,ITはIVと 比較 して

平均生存 日数が短 く,強 い肺感染モデルであ ることを

示 した。

(3)抗 酸菌3菌 株 を用い た感染菌の臓器 内分 布 の比較 で

は,ITモ デル系 はIVモ デ ル系 と異 な り,い ず れ も

「肺重点型の感染モ デル系」であ ることを示 した。
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