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脳特異的蛋白質遺伝子における ID配列
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Thepresenceofthe"brainidentiGer(ID)"sequencewasexaminedinthreeratgenes

podingforbrain-specificproteins.TheratgeneforS-100protein P subunithadthreeID

elements;twointheintron1andonein3'aankingreglOn.Thenucleotidesequencesof

theseID elementsWellcorrespondedtothatofconsensusID sequenceandwerestructurally

differentfrom "IDllike"elementsin ratPBIcrystallingene,etc.ID elementswerealso

observedinthe且ankingregionsofratneuron-specificenolase(NSE)geneandcholecystokinin

(CCK)gene.Thedirectrepeats,whichwere10-17basepairinlength,flankedtheID ele-

mentsinS-100proteinβsubunitgeneandtheothergeneswhichhasalreadybeenreported.

Thenucleotidecompositionofthesedirectrepeatswassimilar to that 且anking human

Alufamily.Anyspecificnucleotidesequenceandsigni丘Cantnucleotidepreferencewerenot

observedintheaankingregions(50bases)oneachsideofthedirectrepeatsflanking ID

elements.
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略 語 表

mRNA:messengerRNA

CDNA:complementaryDNA

EMBL:EeuropianMolecularBiologlCal

Laboratory

pol刀:RNA polymeraseⅢ

polⅡ:RNA polymeraseⅡ

dA:deoxyadenosine

dT:deoxythimidine

dG:deoxyguanosine

dC:deoxycytidine

hnRNA:heterogenousnuclearRNA

poly(A)RNA:poly(adenylicacid)-RNA

晴乳動物の脳は,組織特異的に発現するmRNAの種

類が多いこと1)2)や,クロマチン構造が他の臓器と異な

ること3)等が報告されており,脳における遺伝子発現調

節機構は他の臓器にない特徴をもつ可能性があると考え
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られる.現在までのところ,脳特異的遺伝子の発現機構

に関する知見は非常に少ないが,最近 Sutcliだ■eらが提

唱 した仮説は注目に値する.彼 らは,ラットゲノム中の

82bpの繰 り返 し配列が脳特異的遺伝子のイントロン中

に主に存在 し,脳特異的遺伝子の転写調節因子として働

くと考えて,この配列を "brainidentifier(ID)" 醍

列と名付けた4)5川 )7).しかし,彼らの仮説は,脳で発現

している cDNA の解析と in vitro転写実験の結果か

ら推察されたものであり,実際の脳特異的遺伝子の構造

解析の結果に裏付けられたものではない.そこで,最近

当教室でクローニングに成功 したい くつかの脳特異的蛋

白質遺伝子について,ID 配列の存在を検討しようと考

えた.現在までにクローニングに成功したラット遺伝子

は,アス トログリアで特異的に発現する S-100蛋白質

βサブユニット (S-100(β))遺伝子,ニューロンで特

異的に発現するニューロン特異エノラーゼ (付SE)遺伝

千,それに大脳皮質に高濃度に存在する神経ペプチ ドで

あるコレシス トキニン (CCK)の遺伝子である.この論

文では,S-100 (β)遺伝子中に認められた ID 配列に

ついて詳細に述べ,また他の 2つの "脳特異的''遺伝子

における ID 配列についても報告 し,考察を加える.

材料及 び実験方法

材 料

制限酵素は,宝酒造及び New EnglandBiolabs社

から購入した.T4polynucleotidekinaseは宝酒造か

ら,[r-32p]ATP と [α-32p]dCTPは Amersham

社から購入 した.また,ニ トロセルロースフィルターは

Scheicher良Schuell杜から購入 した.

実 験 方 法

1. ラッ ト高分子遺伝子 DNA の抽出

ラット脳から核を遠心分離 し.Blin&Sta打ordの方

法8)に従って高分子遺伝子 DNA を抽出した.

2. DNA プローブの作成

pBR322にサブクローニングした DNA フラグメン

トを制限酵素で切断後.アクリルア ミドゲル電気泳動に

より分離 した.その後 DNA をゲルから電気泳動的に

抽出し,[α-32p]dCTP.を用いて Nick-translation

法によりラベルを入れた.

3. Southernblot分析

アガロースゲルから Southernの方法9)に従 って,

DNAをニ トロセルロースフィルターに blottingした.

その後 [32p]でラベルした DNAプローブと hybrid-
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izationを行い.洗浄後 autoradiography でバンド

を観察 した.hybridiEationの条件は,基本的に Tho一

masの方法 10)に従った.

4. plaquehybridiEation

plaquehybridiZ;ationの方法は,Benton&Davis

の方法川 に従った.

5. フ ァージ DNA の抽出

組み換え体ファージ charon4A からの DNA の抽

出は,基本的に Davisらの方法12)に従 った.

6. 塩基配列の決定

DNA フラグメントに,[r-32p]ATP と T4poly一

mucleotidekinaseを用いてラベルを入れ,Maxam &

Gilbertの化学的修飾法13Iに従って塩基配列を決定 し

た .

7. EMBLデータベースの検索

EMBLに登録されているラット遺伝子 DNA塩基配

列のデ-タを,ソフ トウェア開発社のプログラム Gen-

etyxを用いて,パ-ソナルコンピューター NEC9801

による検索を行った.

結 果

1. S-100(β)遺伝子の構造

ラット高分子遺伝子 DNA を数種類の制限酵素で切

断後, [32p]で ラベルした S-100(β)cDNAをプロー

ブとして Southernblot分析を行った.結果は示さな

いが大部分の制限酵素で 1本のバ ンドが認められ, S-

100(β)遺伝子がラット-プロイ ドゲノムあた り 1コ

ピー存在することが示 された.次に,Bonner博士から

供与されたラット遺伝子 ライブラリーを,ラベル した

S-100(β)cDNAをプローブとして plaquehybrid-

iEationを行い,スクリーニングした.得 られたいくつ

かの陽性ファージから DNA を抽出し,それらの制限

酵素地図を組み合わせて,S-100 (β)遺伝子全長の制

限酵素地図を作成 した (図 11A).また,エクソン-イ

ントロン境界の塩基配列を決定 し,GT-AGルールに従

うことを確認 した.

2. S-100(β)遺伝子中の ID 配列

S-100(β)遺伝子のイントロンⅠとエクソンⅡの境

界周辺の塩基配列を決定中に.Sutcliqe らの提唱 した

ID 配列がイントロンⅠに存在することを兄い出した.

この ID 配列を含む BamHLHapⅡフラグメント (図

1-A)を切 り出し, [32p]で ラベルを入れて"IDプロー

ブ" とした.クロ-ニング された S-100(P)遺伝子

DNAを数種類の制限酵素で切断後,ID プローブを用
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図 1S-100(β)遺伝子の構造と ID配列の局在

A.S-100(β)遺伝子の制限酵素地図.

ID配列の存在する位置 (一一)と IDプローブを同時に示した.¢SP62,72,95は
スクリーニングで得られた組み換え体ファージを表わす.

ち.IDプローブを用いた S-100(β)遺伝子の Southernblot分析.

いて Southernblot分析を行い,S-100(β)遺伝子

の他の部位に ID配列が存在するか否か検討 した (図

1-B).その結果,イントロンⅠにもう1ケ,3′隣接領

域に1ケの ID配列が存在することを兄い出した.これ

ら3つの ID配列の実際の塩基配列をMaxam-Gilbert

法で決定した (図2).いずれの配列もIDコンセンサス

配列と非常によく一致しており.内部の polⅢプロモー

ター部位も保存されていた.3つの ID配列 (ⅠD-A,B,

C)の ID コンセンサス配列に対するホモロジーは各々,

97.5%,95%,94%であった.このうち ID_BとID_C

は polⅡにより mRNAに転写される鎖上に存在して

おり,ⅠD-Aはその相補鎖上に逆向きに存在していた.

3. NSE遺伝子と CCK遺伝子における

ID配列

当教室ですでにクローニングに成功していた,ラット

NSE遺伝子とCCK遺伝子についても,数種頬の制限酵

素で切断後 IDプローブを用いて Southernblot分析

を行い,ID配列の存在を検討した.その結果,CCK遺

伝子の約 5Kbp5′上流に2ケ,NSE遺伝子の約 2Kbp
3′下流に1ケの ID配列が存在することを兄いだした
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tGAAhGAAAAAAGAAACGCGJ■● ●

lD-a GTCCAAAGAATGGGGCAGAGA拓 くTGGGGATTTAGCTCAGTGGTAGAGCGCTTACCTAGGAA(訂GACA∝ CCCrGGGTTCGm CC亡CAGO CCGAAAGAAAGAACCAAAAAAAAAAAAAAAAAGAATGGGGCAGAATAGAT
■ →● ■ ■

JD-C CCCTTAGAGCCCAAGG∝GAGGGTTGGGuTTTA∝TCAGT∝ TAGAGCGCTT∝ CrG∝ AAGl･∝ AA払 ｡CCTGGGTTCG打 CCCCAGCTCCGGAAAAAAAAAAAAAAAAGGA∝ CCAA砧 GTG㌫ TCAAAGGCAGCTALJ

COnSertSuS IDsequence

FqH FIr叫Oterrq I州

GGGGYTGG弧 TTTA∝TCAGTGGTAGAGC∝TTRCCTAGGAA∝ RCAAGXにCCTGGGTTCGGTCCCCAGCTCCGAAAAAAA
l 巾 ZI ) q 中 ■〉 70 巾

TGGCNNAGTGG GGTTCGANNCC

図 2 S-100(β)遺伝子中の3つの ID 配列の塩基配列

各々の塩基配列決定の方法と,明らかになった塩基配列を示 した.

串は ID コンセンサス配列と一致 しない箇所を示している.

CCK Gene

t

t
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lD-A I D - a

NSE Gene

遍岩霜

図 3 CCK遺伝子と NSE遺伝子の制限酵素地図

ID 配列の位置を一一■で示した.
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(図 3).この うち CCK遺伝子上流の 2ケの ID配列に

ついては塩基配列を決定 し,S-100(♂)遺伝子の場合と

同様に IDコンセンサス配列とよく一致することを確認

した.

4.1D配列周辺の塩基配列

sl100(P)遺伝子中に認められた ID配列の塩基配

列を決定中に,lD配列に隣渡 して directrepeatが存

在することを兄い出した.このような direetrepeatが,

すでに報告 されている他の ID配列にも同様に存在する
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か否 かを調べ るために ,EMBLデータベースのコン

ピューターによる検索を行った.その結果,定型的なID

配列にはいずれも隣接 して directrepeatが存在するこ

とが明らかになった (図 4-A).これ らの directrepeat

は長さが 10-17bpと一定 しておらず,塩基配列も各々

の ID配列ごとに異なっている.しかし一般的に,direct

repeatの 5′側には dA 残基が多 く,3'側になるにつ

れて dA残基の出現頻度が下がる傾向が認め られた (図

41B).また,directrepeatの周囲に特徴ある塩基配列

5'directre肝■t

AAAACGAACTCCGT
AAAGAATGGGGCAGA

GAGCCCAAGGGCG
AAGAATAGACCACCTTG

AAGGTGTGGCCTT
AACAGTAATGACAGAGA

AAGACCAAGCGTACC
AATTGGCCTAG

AAAAATAGACAACTA
AGAGAAAAGCT
AAAAAAACAA

AAGATGGACAGAGG
AAAAAATGCm AATCT

AGAGAGAAAAGA
AGAGAGAAAAGA
AAGGTCACCGCC

AAAACATAGTGTTTTG

ー17 ･15 -10 -5 ･1

3'dlre亡tretht

AAAAAGAAACGCGT
AAAGAATGGGGCAGA
GAGCCCAAGGGTG
AAGAATAGACCACCTTG
AAGGTGTGGCCTT
AACAGTAATGACAGAAG
AAGACCAAGCGTACC
AATTGGCCT‥
AAAAATAGACAACTA
AGAGAAAAGCC
AAAAAAACAA
AAGATGAGCAGAGG
AAAAAATGCGCTAATCT
AGAGAGAAAAAA
AGAGAGAGAAAA
AAGGTCACCGCC
AACATATAGTGTTTTA

1 5 10 15 17

NucleotidePositioll

図 4 ID配列に隣接 して認められた directrepeat

A.directrepeatの塩基配列

directrepeatの間の点線は,ID 配列を表わす.

B.directrepeat中の各々の位置における各塩基の出現頻度

●は dA 残基,Oは dT残基.▲は dG 残基,△ほ dC 残基の出現頻度 (形)を示す.

dA 残基の各々の位置における出現頻度を直線で結んだ.
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引

CTCCTTTGGT
CCCTCATCGA

TGGAAGTGAC
ACTACGTGTG
TAGCA弧 AA
ACCGTGGTGA

TTCCTAACTT
GCTGAGCTCT

TAAGCCATGG
ATGGTTTGCA
CTATGCCm
TGTGGTCCCC

GTm TTCCG
GAGATCTGAA

CACG
ATm CTGC
TATGm ∝ C
AGATGAGCAG
AAGGATGTCA

TTCCTGTTGG
AACA∝GTAT
AGATAAATCA
IAAGGTGAAA
CCll《i=▲GTG
AAACAGAATG
ATGCTGCCAT

5'JlrtCt r- ■t3'dlrctr- t +LO

TCTTTTAGCT ●H

TAAGTTCTCC
CCCACCCTTA .H
TGTGCCCITT
∝ ACTATTAG ◆‥
GGTCGTCCAT
TGCCACCATC H■

日 日 日 日 H GTGTGTCTGG
‥ ‥ " HH ATACATG仙G
" 日 日 HH GGTCAAAGGC

■ GTGTGGAAAG
■'‥‥日日 GTTGGAGGAA

TCACAAGCTG
HHHHH ATCCAGTTTG

GGTm GTCTCTTTAG HHH‥‥
CAAGTAAGGAGAGTAAA AACm GAAC ATTTAGGA6A AAGAAAATTT

CCAGGCAGGAGGACTTAGGAGTTTGIGGCC AGTGAGAGCTTGTATTAAAA H‥=‥‥
CCTGTCXiAAG ATGGCAAGG▲ ATTAAAAGCCAATTAAGl▲▲ATTCATGGGA
GAGAGAGAGAGAGAGCTCCA TTTGTGTTGA ATGGTTAAAA AAAAAAACAA H 日 日 H L

AATCCTG丘GC
GTTTTAATTG
GAAGGTGAAG
GAAGGTGAAG
TTTTAAAAAA

GCT

AGCAGGGAGT
ACAATTTGAG
CAGGGAAGAA
CCAGGAAGAA
AAAAGTGTGT
CTAGT∝CAG

▲GGGTA▲▲GG
GTTGAGTTAA
AACTAGGGAT
AACCAq;CAT
m GAATTAT
TGTGTTGtm

GM TAAGA
CAAGGTTTGT
GCTATTAACA
GCTATTAACA
TATTACCATA
GATA∝ CA▲▲

TGG▲亡▲G■GG ‥ ‥ = ‥ H

AATGTTm C HHHHH
AAGCAAATAA 日 日'---'I
AAGCAAATAA
GTG■TATAAG ●''‥◆‥l
GTTAATTTTT

36 29 3t) 29 25 37 40 32 34
3B 35 28 28 38 21 22 21 1I
6 16 L9 LO 18 LL L3 L9 LA

L9 20 24 34 26 28 24 28 37

63 51 64 64 60 71

31【lartklr19 re91oR

13D

GTGTTTTGCA
AGGTGTm C
AGCTAGAACT
ATGGTGCAGC
GTGTGTCACT
GTCCCTCAGT
TGG▲CTGGTG

+30
Gm GGGATG
CTCCGCAGCC
CT▲GAACTGC
CATCAAG▲∝
(汀GGGGTGGG
GACGTCCCTT
CCCCACTGGC

◆10
TGTGAGCATG
TCCGGG▲TGT
CG弘 也m C
ACCGGTTGTT
CTTGG▲GACC
CCTCCAGGAG
TTCAAGC汀TG
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+50
CATGGTGCCC
CTGAGCTGGA
TTCAACGGTC
TTAGCAG▲AG
CTCCTCCT▲G
CmGX:CTACA
GTATTA▲TTA

AAATACGTCCTAG〒〒iACAGCACTTACTCTCAAATATCTTCTATCTAACT
AGCCTGTm AGTTAGTTCTCTCCAGTACCCAm GCCCC A∝CTTCCCT

CAACAAACAA
G▲AATGGTTT
TT▲TAGT▲TC
ATGAGGAGAA
ATGACXhGAA
TTATATTTTG
TCTGTGCTTA

34 29
23 3I
L4 )3
23 28

ATAAAN AAA
TTTTTTATTT
CTGCTCAAGT
TGGA弧 AAA
T∝iAGTA▲▲A
GAGCTTAAAG
TGCCCGCA∝

L9 35
33 19
L4 L4
35 29

ACCATllTCCC
GTTTGTTm
GACACTATTA
O=▲AGGGAGA
GGAAGGGAllA
TTCC弧 GTC
CCGAGCCq:A

2I I9
29 29
31 24
L9 25

TCT∝TC▲TC
m TTTTTCT
TCATTTGTAT
GATGAGAeCA
GATGAGACCA
TCATCCAACC
CCCGCC∝GG

19 19
24 27
29 28
29 28

TTTTTTTTTT
TTCTCTCTTT
CTAGTGGAAA
CCTTAAAAAT
CCTTAAAAAT
TCTAAATGTG
ACGAGCCCAT

19 ､II
L5 15
29 23
39 31

64 56 54 64 40 44 48 46 58

図 5 ID 配列の direct repeat に隣接する領域の塩基組成

direct repeat に隣接する 50bp の塩基配列を示した. 1- 3: S- 100 (β)A ,B ,C , 4,5: CC X A ,B,

6: grow th horm one, 7: a -tubulin pseudogene, 8: U I R N A , 9:U 2 R N A , 10: L- type

pyruvate kinase, ll- 13: p - 450d A ,B ,C , 14:prolactin , 15,16: prostatic steroid binding

protein C3 (1),(2), 17: sem inal vescle selection Ⅳ, 18: rat H arvey sarcom a virus･

各々の塩基の出現頻度(%)杏,5塩基ごとのブロックに分けて示した.各ブロックの d(A+T)残基の出

現頻度も示してある.

が存在するか否かを調べるために, direct repeat に隣

接する5′側と 3′側の各 50bp の塩基配列を比較 した

(図 5 ).しかし, direct repeat の 5′側に隣接する約

20bp の領域で d (A + T ) 残基の出現頻度がわずかに高

い以外には,塩基配列に特徴は認められなかった.

考 察

ID 配列は,脳特異的遺伝子のイントロン中に主に存

在し,脳で特異的に polⅢにより転写されて,近隣の

構造遺伝子の polⅡによる転写を調節する因子として

提唱された.ID 配列はラットゲノム中に約 1.5XIO5コ

ピー散在しており,このような散在性の繰り返し配列が

構造遺伝子の転写活性を調節す るとい う考えは , Brit-

ten-D avidson のモデル14)を継承 したものといえる.

ID 配列以外にもいくつかの反復配列が生体機能の発現

にかかわっていることが示唆15… )されており,ID 配列

の機能には関心がもたれた.しかしこれまでに ID 配列

の存在が報告された遺伝子は,脳特異的遺伝子であると

はいえず川 18㌧ ID 配列が真に脳特異的遺伝子中に存在

するか否か明らかでなかった.

S- 100 蛋白質Pサブユニッ吊ま,ラットにおいて脳特

異的に存在することが蛋白化学的,免疫組織化学的に示

されており19)20㌧ ご く最近 ,桑野 らは S- 100 (P)

m R N A がラットにおいて脳特異的に存在することを

確認した21㌧ このような明らかな脳特異的蛋白質の遺

伝子中に, ID 配列が3ケ存在することが今回確認され

たことは意義深いと考えられる.また, S- 100 (β)遺

伝子中の ID 配列はいずれも ID コンセンサス配列と非

常に高いホモロジーを持ち,内部の polⅡ プロモー

ター部位も保存されていた.これに対して,最近アル ド

ラーゼ B 遺伝子22)や βBlクリスタリン遺伝子23)中

に存在が報告された ID 様配列は. ID コンセ ンサス配

列と60%程度の ホモロジ-を持つものの , poIJEプロ

モーター部位は保存されていない.ID 配列は polIⅡに

より転写されて細胞質中の短い R N A の鋳型となること

が機能と結びついていると考えられており, pol皿プロモー

ターが保存されていないこのような ID 様配列には,機

能が期待できないと考えられる.また,今回EMBLデー

タベ-スの検索中に,他のいくつかのラット遺伝子中に

同様な ID 様配列の存在を確認したが,このような配列

の存在は, hybridi2:ation 法を用いて ID 配列のコピー

数を調べようとする場合,その結果を複雑にする可能性

がある.最近, O w ens らは ID 配列が肝臓や腎臓の

hnR N A 中に脳の hnR N A と同程度豊富に存在する

と報告し24㌧ また Sapienza らは,ID 配列が豊富に存

在するのは醤菌類の中でもラットに限られ, ID 配列に

相補的な細胞質 R N A は脳ばかりでなく肝臓や腎臓に

も存在すると述べている25).しかし,これらはいずれも
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hybridizationで得られたシグナルを比較した結果で

あって,塩基配列を決定して確認したものではないこと

に留意する必要があると考えられる.

一方,ID 配列に隣接 して認め られたような direct

repeatは,他の散在性の繰り返し配列にも隣接 してし

ばしば認められる26). また,結果の項で述べたdirect

repeatの塩基組成の特徴は,ヒトAluファミリーに隣

接する directrepeatで報告されたもの27)･と同一であ

る.ID 配列も他のいくつかの散在性繰り返し配列と似

たような機構で増幅され,ラットゲノム中に統合された

のかもしれない.ラットゲノム中に統合される場所に選

択性があるかどうかを調べる目的で directrepeatの周

囲の 50bpの塩基配列を調べたが,結果の項で述べたよ

うに明らかな特徴は認められなかった.増幅された ID

配列がゲノムに統合される際に,脳特異的遺伝子中に好

んで挿入される否かは今のところ不明である.

しかしともか く,脳特異的遺伝子中に ID配列が存在

することは,今回 S-100(β)遺伝子等の例で確認され

た.ラット脳には ID配列に相補的な短い細胞質 RNA

が存在しており,また最近,ID 配列が相補的な細胞質

RNAが存在する細胞中でエン-ンサーとして働く可能

性が示された28). さらに,グリア細胞でのみ増殖する

JC ウィルスが,ID 配列と部分的に一致 (23/25)する

エン-ンサ-配列を持つことが報告されており29),S-

100(β)遺伝子中 ID配列もエン-ンサーとして働いて

S-100(β)遺伝子の転写活性をあげる可能性はあると

考えられる.

また,ラットNSE遺伝子とCCK遺伝子の周辺にも

ID 配列が存在 していた.これらの遺伝子の場合は,

ID 配列は転写ユニットからかなり離れて存在するが,

エン-ンサーのような機構で働いて転写活性に影響を及

ぼす可能性は考えられる.

Sutcliffeらによるとラット脳では脳特異的 poly(A)+

RNA が約30,000種存在し30),また Hahn らによると

約50,000種の脳特異的 poly(A)-RNAが存在するとい

う3】).更に最近,Brownらはニュ-ロン核の hnRNA

中には他の臓器の hnRNA より約 5倍多い ID配列が

含有されていると報告した32).これらの成績は,ラット

ゲノム中に存在する約 1.5×105コピーのID配列が脳特

異的遺伝子中にある程度 enrichされて存在する可能性

を示唆するものと考えられる.ID 配列は脳特異的遺伝

子の転写機構に関与していると考えられるが,ID 配列

の機能の解明のためには今後なお研究が必要であると思

われる.

要 約

周知の脳特異的蛋白質である S-100蛋白質βサブユ

ニットの遺伝子中に,3ケの "brainidentifier(ID)"

配列が存在することが明らかになった.このうち2ケは

イントロンⅠに,1ケは3'隣接領域に存在していた.こ

れら3ケの ID配列の塩基配列はいずれもID コンサス

配列と非常によく一致しており,内部の polⅢプロモー

ター部位も保存されていた.したがって,βBlクリス

タリン遺伝子等で報告された ID様配列とは構造的に異

なるものであった.

また ID配列は,ニューロンで主に発現する NSE遺

伝子とCCK遺伝子の近接領域にも存在が認められた.

すなわち,CCK 遺伝子の5'上流に 2ケ,NSE遺伝子

の 3′下流に 1ケの ID配列が存在していた.

さらに,ID 配列に隣接 して ,10-17bpの長さの

directrepeatが存在することが示された.このdirect

repeatの塩基組成の特徴は,ヒトAluファミリーに隣

接する directrepeatで報告 されたものと同じであっ

た.ID 配列の directrepeatに隣接する5′側と3′側

の各 50bpの領域に,特徴ある塩基配列は認められな

かった.

稿を終えるにあたり,終始御指導,御校閲を賜っ

た高橋康夫教授に深謝します.また,終始研究に御

協力いただいた教室の方々に感謝いたします.
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