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抄　　録

　プロテオーム研究は，質量分析技術とバイオインフォマティクスなどの周辺技術の発達によって大き
く発展している．特に，プロテオームを用いたバイオマーカー研究は，トランスレーショナルリサーチ
の重要性の着目される中，非常に期待されている．タンパク質同定は，細胞・組織などから抽出したタ
ンパク質を�次元電気泳動ゲルにて展開し，ゲルから切り出した試料をソフトレーザー脱離イオン化
（�����）型������によって同定する．また多次元��と���������を結びつけてタンパク質同定
を網羅的に行なうショットガンアプローチも有効な方法である．質量分析の検出力が上がると同時に，
調整する細胞数を減らし，少量のサンプルから解析することも可能となった．一方，プロテオミクスは
難易度の高い分野であり，その方法はまだ，必要な質や量のデータが作成されていない．本稿では，最
新のプロテオーム研究の利点や問題点について総説し，我々の最近の研究を紹介した．

キーワード：ゲノム，プロテオーム，バイオインフォマティクス，バイオマーカー，マスイメージング．
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 は じ め に

　��世紀後半は，「生命科学」の時代といわれ，
分子生物学が爆発的に進歩し，ゲノムに書き込
まれた遺伝情報が読み取られてタンパク質が作
られる基本原理が明らかとなった．その潮流の
到達点として，ヒトゲノムの塩基配列の解読が
達成され，����年に粗稿が，����年に最終稿が
公表された．国際ヒトゲノム計画は，この���
配列を解明するため，��年以上にわたり多大な
努力を重ね，米国におけるゲノムマップ完成式
典において，クリントン大統領の隣には，フラ
ンシス・コリンズとクレイグ・ベンターが並ん
だ．「人類がこれまで作成した地図の中でこの
地図こそ最も重要で最も驚くべきものであるこ
とは疑いありません．今日，私たちは，神が生
命を造られるのに用いた言語を学んでいるので
あります．」１）．文字通り，我々は，人体の設計図
を手に入れたことになる．その設計図は����
の�文字で書かれた暗号文である．その解読に
はまだかなりの時間を要するとはいえ，ゲノム
情報は生命科学の様々の分野の今後の発展にき
わめて強固な基盤となっていることは間違いな
い．そして���，プロテオーム，構造生物学，
糖鎖生物学，細胞生物学などが，目覚ましい速
度で発展しつつある．
　その発展を象徴するような大きな発見が，
����年の京都から発信された．山中伸弥博士
らによる���細胞の開発である２）．山中教授と
高橋助手は，��細胞のトランスクリプトーム
解析の結果を詳細に検討し，マウス体細胞の再
プログラミングに挑み，これまで誰もが思いも
よらない方法で実証してみせた．すなわち，�
つの遺伝子，����，������，����，�����をウイ
ルスベクターを用いて導入する方法である．さ
らに����年，ヒト繊維芽細胞を用いた���化に
成功した．この成果は，現在の生命科学のみな
らず，医学にも大きなインパクトを与え，難病
の治療や薬の開発に一条の光を与えたことは，
新しい可能性に向けての再生医療の第一歩であ
る．

ゲノムからプロテオームへ

　��世紀を「ポストゲノム時代」とみなす研究
者は多い．それは，ゲノム配列の決定や既知の
ゲノムの配列の分析が完全に終了した，という
意味ではない．ポストゲノム時代は単に，ゲノ
ム情報を得るための技術的な障害が解決され
た，ということを意味する．次の大きな課題
は，プロテオーム（��������）について理解する
ことである．プロテオームがまだ完全に定義さ
れていないため，プロテオミクス（���������	）
は，難しい分野であるといわれている３）．その
一方で，プロテオームは流動的なものを対象と
しているので，難易度が高いともいわれてい
る．我々の身体の細胞は，すべて同じゲノムを
備えており，生まれてから死ぬまでずっと同じ
���配列である．しかし，身体の各細胞には，
それぞれ異なるプロテオームがある．細胞間で
生じる変異に加えて，時間をかけてプロテオー
ムが変化する細胞もある．また，年齢を重ねる
につれて，プロテオームも刻々と変化する．
薬，運動，食事など，プロテオームは，細胞内
環境と細胞外環境のあらゆる変動に反応して変
化する．我々は，それぞれのタンパク質がどの
ように機能するか（分子機能），タンパク質がど
の細胞回路に対して作用するか（生物学的プロ
セス），およびタンパク質が細胞内のどの部分
に位置するか（細胞構成成分）を知りたいと考
えている．これらの特性を発見する一つの方法
は，ある遺伝子をノックアウト（不活化）し，
新しい表現型を探すことである．表現型を見分
けるために一つの遺伝子を欠失させるのは，あ
る意味，古典的な遺伝学の手法であるともいえ
る．その一例を引用しよう．
　我々は，分泌型タンパク質である���アンタ
ゴニスト�����（�����）の機能解析を目的と
して����欠損マウスを作出した４）．����欠損
マウスの表現型（合指症，軸前性多指症および
����������	）を，�系統，���匹以上のマウスを
対象として詳細に検討した．また，���������	��
�������など，発生学的手法を用いて四肢形態形
成における�����の役割について検討した．合
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指症は，��������	
��および，���������	
����
����������	�
�����にて，優位に認められ，ま
た，軸前性多指症は，��������	�
����に優位
であった．また，�������の位置情報と������
������量および遺伝子背景には，非常に特徴的
な傾向が認められた．合指症モデルで，指間細
胞のアポトーシスの抑制と����発現の抑制が
認められた．指間細胞のアポトーシスに関して
��������	
���
の関与の可能性は否定的であ
る．なぜなら，このモデルにおける���の形成
は，正常である．この軸前性多指症モデルは，
これまでにマウス，ニワトリ，ヒトにおいて報
告例のある���発現に異常を認めるようなミ
ラーイメージ異常ではないこと，ホメオボック
ス異常ではないことなどから，新しい軸前性多
指症モデルと考えられた．�����の四肢形成に
おける特徴的な発現パターンから，�����が，
軟骨分化や，パターン形成に何らかの役割を果
たしている可能性が示唆されてきたが，今回の
解析では，軸前性多指症の���������において，
異所性の軟骨分化や，成長版の過形成などの表
現型が観察された．����������	の���������にお
いても，異所性の軟骨分化や，成長版の過形成
など，軸前性多指症によく似た表現型が観察さ
れた．以上の考察より，�����は，マウス指形
成において，その時間空間的発現に特徴が認め

られるだけでなく，非常に重要な機能を果たして
いることが明らかとなった．すなわち，�����
は，指間細胞のアポトーシスや，����発現制御
にかかわっていること，関節部位における軟骨
分化の制御にかかわっていることなどが示唆さ
れた．同一の遺伝子欠損によって，遺伝的背景
ごとに合指症と軸前性多指症および尾形成異常
を引き起こす新しいモデルと考えられる．
　このノックアウトマウスの解析から，我々が
学んだことは，二つある．まず，一つ目は，上
述のように，マウスにおいて，たった一つの遺
伝子を改変したとしても，その表現型を修飾す
る遺伝的因子（���������	
�����）が存在するた
め，表現型は，マウスのストレイン（遺伝的背
景）によって浸透率や表現型は多様になる可能
性のあること，また二つ目には，四肢形態形成
に関わる分子メカニズムの解析を非常にエレガ
ントな�������な方法を用いて証明してきた発
生学の成果の重要性である．これは，いわば四
肢形態形成システムの解析を可能としたコンテ
クストであり，このシステムの情報があったか
らこそ，我々のノックアウトマウスの表現型の
分類が可能となった．たとえば，図�に示した
のは，我々の解析した�����（�����）と����
�の同じステージにおける����の分布（��������
���������	�
�）の結果である．両遺伝子のマウ
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ス胎仔の発達途上の関節における発現パターン
は，非常によく似かよっているにも関わらず，
�����のノックアウトマウスの表現型は，短指
症（�����������	�）で，まるで�����ノックア
ウトマウスの軸前性多指症や合指症とは，対照
的であった４）．すなわち，これからは，トランス
クリプトの解析から得られた情報に加えて，エ
フェクター分子としてのタンパク質の解析へと
発展させることの重要性を示唆している．

�次元電気泳動法によるプロテオーム

　さまざまな時点でプロテオームに存在するタ
ンパク質のリストは不可欠である．脳細胞には
どのようなタンパク質が含まれているだろう
か，肝臓細胞や筋肉についてはどうだろうか，
さらに大腸菌や酵母細胞ではどうだろう．細胞
周期の各段階で，プロテオミクスが重大な影響
を与えるのであれば，これらの疑問は解決する
必要がある．この分野におけるこうした研究の
主要目的は，ある時点での細胞内タンパク質を
各々同定し定量化することである．すなわち，
プロテオームを定義すること．最近まで，プロ
テオームを定義するための最も優れた方法は，
二次元電気泳動であった．
　����年代半ば以来，二次元電気泳動法はプロ
テオミクスに大きく貢献した３）．二次元電気泳

動法は，等電点（�次元目）と分子量（�次元
目）に基づいてタンパク質を分離する．あらゆ
る分子と同じように各タンパク質の純電荷は，
周辺の環境の��に左右される．��が変化する
と，純電荷も変化する．タンパク質の純電荷が
ゼロでタンパク質の運動が停止すれば，局所環
境の��は，等電点に相当するであろう．タン
パク質の等電点は，そのアミノ酸配列に左右さ
れる．そのために電荷に基づいてタンパク質の
混合物を分離できる．タンパク質は，等電点に
よっていったん分類されると，標準��������
を使用して�番目のゲルに配置され，分子量に
よって分離される．最終生成物は，複雑なプロ
テオームにおけるタンパク質を各々定義するパ
ターンのスポットとスメアである．残念なこと
に，この方法では十分に分離されないタンパク
質もあるので，そのようなタンパク質は検出さ
れないことがよくある．特に塩基性の強いタン
パク質，微小なペプチド，可溶化が難しいタン
パク質が二次元ゲルでは検出されないことがあ
る．�次元ゲルは多くのタンパク質を分離する
が，この方法の限界にプロテオームの定義を試
みる研究者たちは，いらだつ．標本作製は，非
常に重要で，どのプロテオームを研究したいか
によって大いに左右される（図�）．
　たとえば，脳実質からタンパク質を抽出する
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には，特別な分画法を試す必要がある．また，
中間期のクロマチン構造を決定するプロテオー
ムとは何か？という問いかけを大量のリンパ球
の培養を行い，念入りな細胞分画法の末，細胞
機能と結びつくような未知のタンパク質をリス
ト化した優れた研究がある５）．彼らは各スポッ
トをゲルから取り出し，�����������を使っ
てタンパク質を同定した．すでに説明したよう
に，この方法では簡単に分離できないタンパク
質もある．最も厄介な問題は，���）スポットの
検出　���）各スポットの定量化　���）各スポッ
トの識別である．これらを克服するため，いく
つかの新しい技術が報告されている．すなわ
ち，スポットの検出のための���������	
�，クー
マシー染色，蛍光色素，各スポットの定量化の
ための蛍光色素，各スポットの識別のための
フィンガープリントなどである．

質量分析によるタンパク質の同定

　生命科学の分野においてマススペクトロメト
リー（����������	
���	����）が大いに威力を
発揮する以前から，��は低分子や元素の解析
に利用されていた．筆者は，����～����年，南
極あすか基地で越冬を経験し６），この際採取し
た南極の表面雪を持ち帰り，誘導結合型プラス
マ・マススペクトロメトリー（������）を用い
て，南極・北極の大気・水環境の解析を通じて
地球規模の物質循環や元素の起源についての研
究を行った７）８）．一方，生命科学における��に
は二つの主な要素がある３）．一つは，タンパク
質がすべて，質量電荷比（�����������	
��	�����
タンパク質の電荷に対する分子量の比）に基づ
いて分類できること，もう一つは，タンパク質
がペプチド断片に分割され，各タンパク質の同
定が容易になることである．各タンパク質の同
定に必要な四つのステップを考察する．���）と
���）では別々の質量分析計が使用されるので，
プロセス全体をタンデム��（�����）と呼ぶ
ことがよくある．
　���）イオン化：タンパク質の標本を，タンパ
ク質をイオン化する装置に注入する．マトリッ
クス支援レーザー脱離イオン化法（�����）と

熱スプレイイオン化（���）という二つの方法
がよく利用される．これらの方法はともに，電
荷した（イオン化した）タンパク質の混合物を
照射し，エネルギーを吸収するとタンパク質が
イオン化される．そして，質量分析計（��）に
送られる．���では，タンパク質を含む溶媒に
強い電荷が加えられ，溶媒が蒸発し，タンパク
質がイオン化される．������においても���
においても，イオン化したタンパク質は��に
入る．
　���）分離：タンパク質はいったんイオン化さ
れると，質量と電荷を測定する必要がある．こ
のプロセスは�段階になっている．最初にイオ
ンが集められ，次に同一のタンパク質のグルー
プがそれぞれ検出器に移動するのに要した時間
が計測される．このタイミングによって，質量
（�）電荷（�）比（���と省略）が決定される．
���の検出技術は急速に進んでいるが，詳細に
こだわる必要はない．各タンパク質の���比が
いったん測定されると，コンピュータによっ
て，一つの標本から（���比によって定義され
る）同一のタンパク質が選別され，活性化槽に
送られる．このプロセスは自動化されているの
で，���比が異なるタンパク質が，次から次へ
とすばやく活性化槽に送られる．
　���）活性化：タンパク質を���比によって選
別してから，小さな断片に分割する必要があ
る．これはタンパク質をおのおの，アルゴンを
充填した槽に送ることによって行われる．この
不活性ガスはイオン化したタンパク質と衝突
し，ガスの振動エネルギーによってタンパク質
を�個の断片に分割する．このタンパク質の各
断片には，もとのタンパク質のアミノ基（標識
�）とカルボキシル基（標識�）の部分がそれぞ
れ含まれており，この各断片によって電荷が運
ばれると考えられる．同じタンパク質のグルー
プの分割は複数の場所で起こっているので，ペ
プチド断片の組合わせがいくつも生成されるで
あろう．タンパク質はどこでも分割できるの
で，タンパク質が大きければ，生成されるペプ
チドの断片組合わせは多くなる．
　���）質量決定：二つの隣接する��がある．
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これはその�番目の��であり，タンデム��
（��������	）という用語の由来となっている．
最終ステップは，イオン化したタンパク質断片
の混合物に関する���比を測定することであ
る．タンパク質の集団にはそれぞれ断片の対が
複数あると考えられるので，�番目の��の結
果に混乱することもある．ただし，コンピュー
タがデータベース内の既知の全タンパク質を照
会してペプチドの対のスペクトルと適合するス
ペクトルがないか比較を行う．最も適合するス
ペクトルによって，最初のタンパク質が同定さ
れる．�個の複雑な標本において，数百個のタ
ンパク質が同定できるように，このプロセスは
短時間に（数秒以内に）繰り返される．

タンパク質複合体の解析

　プロテオミクスには，単なるタンパク質の機
能のリストではなく，細胞内における各タンパ
ク質の相互作用も必要である．タンパク質は，
単独ではめったに作用しない．その高次構造変
化させるためには，パートナーを必要とするタ
ンパク質がほとんどである．タンパク質が活性
化される必要があるなら，そのタンパク質はほ
かのタンパク質と結合する必要がある場合がよ
くある．細胞の仕事が行われると，タンパク質
はほかのタンパク質と結合する必要がある場合

がよくある．ヒト免疫反応の多様性に関わる�
リンパ球における免疫グロブリンクラススイッ
チ機構の全解明を目的として本庶佑博士は，
������������	
��	����	���	��������（���）の
クローニングに成功し，���ノックアウトマウ
スやヒト小児に見られた��������	症候群の遺
伝子解析の結果から，���が，免疫グロブリン
のクラススイッチングのみならず，体細胞超突
然変異に深く関与していることを明らかにし
た９‐１１）．本グループでは，���が���編集酵素
であることから���タンパク質を含むタンパ
ク・タンパク，あるいはタンパク・���複合体
を��������	
��法を用いて解析することに
より，リコンビネースの可能性のある���ター
ゲット分子探索を目的とした研究を行ない，非
常に�����された，しかも網羅的なアプローチ
を行なった１０）１１）．また，一方で，同技術を細胞生
物学において利用するためには，��������や����
���������	
����を駆使する必要があることを
強く実感し，��������	
�����を用いた細胞内巨
大分子を構成している����������	
������
�����
の解析技法の基本的方法開発に取り組み，がん
研究における分子間相互作用の解析に応用発展
させた（図�）１２）．��を用いて細胞内巨大分子
の解析においては，���������	
��
博士らの一
連のすばらしい研究成果が挙げられる１３）．現
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在，我々も血清などの臨床サンプルから複合体
の解析ができないか，新しい手法について模索
している．
　どのようなタンパク質が存在するのか，それ
ぞれのタンパク質はどのように機能して，どの
パートナーと相互作用するのかが複合体のテー
マであった．しかし，プロテオームを完全に理
解するには重要な問題がまだ二つ残っている．
タンパク質はおのおのどのくらい存在するの
か：定量的プロテオーム１４），リン酸化などのタ
ンパク質の修飾を測定できるか：翻訳後修飾の
解析１５）．この分野における進展も著しい．両
テーマにおける最新のすばらしい研究成果を引
用したい１４）１５）．

バイオインフォマテイクス

　プロテオーム全体の相互作用を理解する事は
可能か．今では，プロテオームは，遺伝子より
多くのタンパク質を有するとても複雑なネット
ワークであり，各々の相互作用に関する機能上
の役割の理解を助ける有益な方法が多数ある．
目標は，この情報をすべてタンパク質の集積回
路図に統合する事である．多くの役立つプロテ
オミクス情報が依然として発表されたゲノム配
列の中に隠れたままである．ゲノムの���������
分析によって，合理的なモデルが製作される．
そのモデルは，研究室において検査できるが，
ある種の単一遺伝子ともう一つの種の複数の遺
伝子によってコードされたタンパク質に限定さ
れる．確かに，これらの基準に適さないタンパ
ク質の相互作用が存在するに違いない．した
がって，そのような相互作用を計測する方法も
また必要である．配列分析は，不十分なので，
より直接的なハイスループット法が必要である．
　ショットガンプロテオミクスとよばれる解析
方法によって，膨大な量の同定されたタンパク
質がリスト化された後，これをどのように解釈
すればいいだろうか？最近，プロテオミクスの
分野においても�����������	
と呼ばれるゲ
ノムグループのコンソーシアムによって提案さ
れた分類方法を当てはめることが提唱され始め
た１６）．���は，その協同研究において，「機能」

という言葉の意味を，次のように厳密に分類し
た．
���．生物学的プロセス：なぜそのように行動す
るのか？
���．分子機能：どのような種類の分子か？
���．細胞構成成分：細胞のどこに局在するの
か？
　これによって，健常と異常サンプルにおいて
�群間で量的な差の認められたタンパク質を特
定して，一個一個の候補タンパク質を，�����
や���������	
�法などの方法で����������して
ゆく，という従来の方法から，一歩進んで，そ
の病気の進行の結果，タンパク質レベルの差が
認められる分子群が，はたしてどのような機能
を担っている分子群であるか，についての「機
能的」プロテオームが得られる．この手法を応
用するための，さまざまなソフトの開発が試み
られており，データベースそのものの������も
盛んに行われている状況である．

バイオマーカーの探索

　����年，われわれがプロテオームの手法を用
いて細胞内のタンパク質複合体解析を行ってい
たとき，島津製作所の田中耕一博士が，ノーベ
ル化学賞を受賞したことは，今も記憶に新し
い．あれから�年近くがすぎ，田中博士は，最
新の質量分析機の開発に今も余念がなく，質量
分析討論会などでは，自らポスターの前にたち
発表を行っておられる．田中博士の常々，掲げ
ておられる目標は，ベッドサイド診断にも資す
る質量分析，一滴の血液から万病を知る，であ
る．我々は，過去に，血清中に微量しか存在し
ないケモカインの高感度定量法を開発し，����
における���������		
�����
�を����年代から研
究している米国���������	��
�����������（�����
���������）の������’�����博士のグループと共
同研究を行い，米国のゲノムコホート調査の
結果得られた�������’��の���������	��
�����
������������（���）が，��������	�
�と関連
があるという同博士らの仮設の検証に取り組
み，日本人における���耐性遺伝子多型の疫学
研究を行った１７）．その結果，���人に及ぶ日本
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人�����感染者血清中�����濃度と����の
進展との間に関連のあることを見いだした．広
義での��������	�
�����������における��������
�����������の研究において，タンパク質レベル
の観察に考察を進めた．この研究で，非常に濃
度の低い血中ケモカイン濃度の測定のために，
実に様々な要因について検討した．このこと
は，血清プロテオームの課題について考察する
ことに通じている．
　血清プロテオームの問題点は，特にさまざま
なバイオマーカー探索分野で問題にされてき
た１８）．タンパク質の存在比の問題，定量的な評
価の必要性などである．また，疾患ごとに，血
清あるいは血漿に反映される病態や組織特異性
の問題などである．これを克服するために，さ
まざまなアプローチが行われている．たとえ
ば，あらかじめアルブミンやイムノグロブリン
を除去してから濃縮したサンプルを解析するな
どである．

　最近，このような複雑な体液組織からバイオ
マーカー探索を行う目的で開発されたマグネッ
トビーズ・��������	
��（��������）法があ
る１９）．この手法は，�����法というタンパク
チップ法と概念を一にしたバイオマーカー・パ
ターン解析法に，さらに改良を加えた手法であ
る．��������は，対象とする分子群の修飾状況
（糖鎖付加，リン酸化）によって選別することも
可能である．我々も，この手法を用いて涙液１９），
脳脊髄液などを対象とした臨床プロテオーム解
析を行っている（図�）．

統合的プロテオームへの展望

　プロテオームを簡単に定義でき，どのタンパ
ク質が相互作用するのか決定されていて，���
�����での機能を測定できたとして，そのとき，
何か残っているものはないだろうか．脂質，糖，
ステロイドはどうか，ミネラルやイオン濃度２０）�
は，代謝中間体は？細胞構成成分のリストは多
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様なものなので，タンパク質と����しか取り
扱わなかった，すなわち，生体のホメオスタシ
スは，単に転写や，翻訳だけではない．プロテ
オームについてもまだ完全に定義できていない
が，世界中の研究者たちはすでに，メタボロー
ム（�����������	細胞の代謝状態全体）の可能
性を追求しはじめている（図�）．
　プロテオミクス研究は，現在の科学技術の最
前線である．進歩は最先端領域のさまざまな場
所から起きるが，その領域の間を埋めるように

他の進歩が起きる．後発する進歩のペースは速
い．プロテオミクスの方法は変化が速く，大き
く進歩している．数年後には，多くのトピック
に関する展望が変わっていくだろう．新しい展
望によって，細胞網の複雑さに対する新しい疑
問と洞察が生まれるであろう．また，このよう
な網羅的解析が，時には人々を驚嘆させるよう
な生命現象の神秘に誘うことは前述したとお
り，山中博士らの���細胞の研究開発がまさに
現在を象徴している．近年，細胞の再プログラ
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ム化に必要な特定因子は，タンパク質の形でも
実行可能であることが明らかとなり，今後も，
国境を越えた研究成果が続々と報告されること
が期待される．
　プロテオミクスは，依然として難易度の高い
分野であり，その方法はまだ，必要な質や量の
データが作成されていない．二次元ゲルは，プ
ロテオームにあるタンパク質を同定する最初の
方法であったが，タンデム質量分析法を利用す
る新しい方法では，より多くのタンパク質が同
定できる．安定同位体を組み入れることによっ
て，時間とともに変化するプロテオームにある
タンパク質を同定するだけではなく定量化もで
きる．タンパク質チップは急速に高性能化さ
れ，間違いなくプロテオミクスに大きな影響を
与えるであろう．ツールの精度が増したこと
で，単一タンパク質の研究が開始され，複数の
分子からなる大きなプールで研究していたとき
には見えなかった新たな特性が発見されてい
る．単一分子の機能から単一細胞プロテオミク

スまで，タンパク質の異種性と複雑な細胞回
路，およびタンパク質の代謝生成物が認識され
始めている．時間とともに新しい技術が生ま
れ，新しい研究領域に対する見方も変化するこ
とがある．一方で，ベッドサイドにおける臨床
医の診断２１）�に基づいた貴重な観察や試料が，臨
床におけるプロテオーム理解の出発点である．
近年，迅速臨床研究についての重要性が指摘さ
れている２２）．われわれもプロテオームを理解し
て，さらにその知識をベッドサイドで役立てる
ため，その可能性を追究してゆきたい．
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����年　京都拘置所　医務課長　法務技官　医師
����年　京都大学大学院医学研究科分子生物学　研修員
����年　京都府立医科大学大学院研究科分子医科学部門ゲノム医科学教室�

准教授　（現在に至る）
専門分野：ゲノム医科学
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