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Abstract

This review explains the mechanisms of apoptosis related to the impacts of zinc deficiency

and organotin exposure on the immune and central nervous systems.

In the immune systems, both zinc deficiency and hialkyltin exposure lead to severe th1.,rnic

atrophy and affect T-lymphocyte development through apoptosis of double positive stage

pre-T-cells(CD'*/CD'*) in the cortex region. Their apoptosis are caused mainly through

decrease in Bc1*2 expression, activation of ROS production/release, oxidative stress, mito-

chondrial cl,tochrome c release and activation of caspase cascade, with increases in gluco-

corticoids in nnc deflcienry, without the involvement of glucocorticoid in organotin exposure.

In the central neryous system, both zinc def,cienry and trialkyltin exposure reduce learning,

memory and sensory functions through neuronal apoptosis caused by activation of ROS

production/release, release of pro-apoptotic factors such as cytochrome c or apoptosis-

inducing factor(AlF) , with Fe excessive accumulation leading to ROS production and with

depletion of hippocampus Zn(mossy fiber Zn) causing various Ca'* channel disorder of slT r-

apse in the hippocampus, and with excessive accumulation of Ca through cAMP-dependent

Ca'*-channel disorder by excessive PTH and cAMP excessive production in the olfactory

systems such as olfactory epithelium and olfactory bulb.

Keywords: zinc deficiency, organotin exposure, apoptosis, immune system, central nerv-

ous system
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は じ め に

Jl鉛欠乏および有機スズ曝露による症状発現

は常に類似している そこで,微量元素におい
て,欠乏の代表例として内在的因子である「中

鉛欠乏Jと 過剰の代表例として外来的因子であ

る「有機スズ曝露」という2つのオH反する環境因

子を用いて,生理的老化においても病的老化に

おいても共通にみられる現象,す なわち「細胞

死Jを 発症させるその機序を,本稿では特にア

ポ トーシスの観点から比較・考察する

1.亜鉛 とアポ トーシス

1)免疫系のアポ トーシス

a 亜鉛欠乏による胸腺リンパ球のアポ トー
シス

薯者らは,I鉛無添加飼料 (Zn含量 :005 mg
%)を 用いてWistar tt SPF幼 若ラットを4週間

飼育したところ.胸腺ならびに胸腺依存性リン
パ組織の著しい萎縮が起こることを報告してい

る11 この萎縮は胸腺細胞の消失によるもので

あるが,亜鈴の補給によって可逆的に回復する

また,亜鉛欠乏によって胸腺中の微量元素バラ
ンスは著しく攪乱され,亜鉛の著減とは逆に,

カルシウム,銅そして塩素の著増など細胞内濃

度の著しい変化がみられる
1'

亜鉛欠乏時の胸腺内では,皮質領域局在の未

熟細胞でダブルポジティブの CD4/CD8・ 細胞

(ア ポ トーシスに関与する細胞)の消失が著 しい

このとき、血中のグルココルチコイド濃度が増

大しており これが胸腺皮質局在の CD4+/CD8
未熟リンパ球に対して選択的にアボ トーシスを

誘導する グルココルチコイドはその受容体と
結合することにより核内へ移行し,Bcl-2の よ

うな細胞の生存に関りヽする遺伝子発現の抑制や

PUMA,Bax,Bimな どのアポ トーシス誘導遺
伝 了̂の転写活性を誘導する さらに,亜鉛濃度
の低下は胸腺リンパ球内の活性酸素種 (reactive

oxygen speciesi ROS)の 分解酵素である Cu/

Zn superoxide dismutase(SOD)活 性を低下させ ,

その結果 ROSの 急激な産生を誘導する ROS
の生成能が抗酸化能よりも勝ることで,ROSが

過乗1に存在する酸化ストレス状態となる 酸化
ストレス状態になるとBaxや Bimは ミトコンド

リアヘ移行し,ミ トコンドリアの膜電位の低 ド

とチ トクローム
`の
放出によってカスパーゼカ

スケー ド(caspase cascade)の活性化を誘導す

る

さらに,胸 l泉 リンパ球のグルココルチコイド

誘導系アボ トーシスは,Ca2非存在下や Zn」十の

i呑力nに よって
「
,+1さ オtる

1こ とから. 糸出胞内で

の Ca2濃度の過剰は逆にアポ トーシスの発生

過程で caspase活性化や DNAを 切 lNlす るエン

ドヌクレアーゼの活性化を相来的に促進してい

ることになる

以上の結果から,亜鉛欠乏状態の胸腺では,

ストレスを介して CD4/CD8細 胞にグルココ
ルチコイドが選択的に作用し,細胞死を抑市1す

るBc1 2な どの発現を低 ドさせていることがわ

かる そして同時に,細胞内 Zn2濃 度の減少に
よりROS産 生抑市Jが低下し,酸化ストレスに
よるDNAや ミトコンドリアの障害を誘発し,
さらに Ca2濃 度の過乗1に よリアポ トーシス関

連タンパク質の活性化が促進され,ア ポ トーシ

スをナ曽中目させていることカツつかる (図 1)

2)脳神経系のアポ トーシス

a 亜鉛による中枢神経綱胞のアポ トーシス

免疫系器官の場合と同様に, 中鉛欠乏によっ

て脳中の微量元素バランスは著しく攪舌しされ,

海馬や線条体においては鉄 >>銅 の過剰蓄積 ,

嗅球においてはカルシウム>>銅 ,鉄の過乗l蓄

積,嗅上皮においてはカルシウムの過剰蓄積が

みられる
」
|

a)亜鉛欠乏による海馬神経細胞のアポ トー

シス

亜鉛は,脳組織の中でも海馬や大脳皮質に高

濃度で存在し,神経伝達調節因子として記′は '

学習における神経活動の調節や神経新生に関与

している 特に海馬では, 脳形成が終 J´ した成

体においても神経新生が活発に行われ,こ れが

記憶の形成に重要な働きをしている・

著者らの lll鈴 欠乏飼料で 4週間育てたラット

の実験では,海馬において鉄や銅の過剰蓄積が

みられ,こ れら遷移元素の過剰蓄積が SOD活
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図 1 亜鉛とアポ トーシス
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性の低 ドや ROS生成に寄与 し、酸化ストレス

の系を介してアポ トーシスを誘導することが示

された すなわち、神経鋼 1胞や神経細胞の減
少は,鉄や銅など遷移元素の過乗1蓄積による
SOD活性の低下や ROS産生促進による酸化ス

トレスと細胞内Ca2+濃度の過剰増加による Ca2+

濃度依存性のアポ トーシス誘導シグナルによる

ものである 亜鉛欠乏によってグルココルチコ

イドは増力||し , グルタミン崚作動性ニューロン

の異常興奮を引き起こすが, グルココルチコイ

ドが直接神経糸‖胞のアポ トーシスを誘導するか

否かは定かでない ちなみに,後述の嗅球では,

カルシウムの過剰蓄積が Ca2依 存型エンドヌ

クレアーゼなどを活
′
性化してアポ トーシスを誘

導する・
¬

また.亜鉛欠乏によって.成体海馬歯状回の

顆粒細胞層で起こる神経新生の阻害やTUNEL
場性のアポ トーシスの増加が認められる さら

に,亜鉛のキレー ト斉JであるTPENを 神経新生

モデル細胞 Ntera 2糸‖胞に処理すると,p53リ

ン酸化による細胞周期の停 lL.ROSの 増加, ミ

トコンドリア機能障害,caspase 3/-7の活性

化に伴うアポ トーシスの誘導が起こる

b)亜鉛欠乏による嗅覚系神経細胞のアポ ト
ーシス

中針欠乏は記憶・学習障害の他に味覚や嗅覚

の感覚系機能障害を誘発する 薯者らの実験で
は,組織病理学的りi見でも,嗅球ならびに嗅 L

皮において神経細胞,特に腰粒ニューロンの破

壊が観察される
.¬  また,Jl鈴欠乏時には,嗅

党系組織の微量元素バランスが著しく崩れ,特
に嗅球や嗅上皮にカルシウムの過剰な蓄積が起

こる.' このとき, 嗅球ではカルシウムの過剰

蓄積に伴って,マ グネシウム微増大,P「H低下 ,

c劇/1P微低下,IP,微低 ドがみられる また,嗅
L度ではカルシウムの過剰蓄積,マ グネシウム

Znじ 濃度減少

ZnlCu―SOI),舌′L低下

/ Bd 2発 現抑制

」NK/c―iun

Bax/Bcl-2

CAD/1CAD

Ca2~依存ツ11エ ンドヌク

レアーゼ活性化

¨
蠍

Fざ
~,Cu2+蓄

積

、 ＼ 、

ド
Zn2Ｚｎ２＋

上

+ 
7 | v ^ gllcocorticoidsf
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不変,lyfH低下,c′WIP微低 ド,IP,微低下がみ

られ,脳脊髄液ではカルシウム低下,マ グネシ

ウム低 ド,「FH増大などがみられる

このカルシウムの過乗]集積は,IP3非依存性

の小胞体からの細胞内カルシウム動員化 (Ca2・

mobilization)の みでは量的にも説明しえず,細

胞外からの Ca2流 入によるものであるとされ

た 最終的には細胞外からのCa2+流人経路とし
ては,IP.作動性チャネル介在ではなく,P「H孝

増が引き金となるcAMP依存性チャネルが介在
していることが半1明 した

6■ すなわち, この嗅
覚系へのカルシウムの過剰蓄積 (局在化)は,脳
内特定部位での PTHの著増によるアデニルサ

イクラーゼの活性化>cAMP過剰産生>cAMP
依存性カルシウムチャネルの調節異常>細胞外

カルシウムの過剰流人といった c・ANrIP依存性チ

ャネルを介した ^連のプロセスによるものであ

る

T鉛欠乏による嗅党障害や嗅覚神経細胞の脱

落を詳細に解析した結果,海馬と同様,ROS産
生促進による酸化ス トレスの増加 とCa2依 存

型エンドヌクレアーゼの活性化など,Ca2+過剰

増加によるCa2~濃 度依存性のアポ トーシス誘

導が確認された
にⅢ

c)亜鉛過剰曝露による中枢神経系の細胞死

中枢神経系においては,亜鉛も曝露量によっ

ては神経細胞を障害する 亜夕f卜過剰は種々の経
路でミトコンドリア機能を障害する ミトコン
ドリアATP生成の阻害,ROS生 成および遊離
促進,チ トクロームθの遊離,アポ トーシス誘

導因■(AIF)の 遊離などを経てアポ トーシスが

誘導される

近年,風邪薬として鼻腔内へ直接添加するグ
ルコン酸亜鉛の使用がもたらす嗅党の損傷例が

報告されている・  また,殺菌や消臭効果など
様々な用途に用いられている酸化亜鉛ナノ粒子

は,SH― SY5Y細胞において濃度依存的にDNA
損傷や ROSの 生成,そ してアポ トーシスを誘

導する
¨

慢性的な亜鉛蓄積は,脳内の酸化ストレスを

引き起こし,NF― κBの活性化による炎症反応

の促進,Bax発現増加によるミトコンドリア機

能障害,そ して caspase活性化によるドーパ ミ

ン神経細胞のアポ トーシスなどを誘導すること

から,パーキンソン様病態を示すモデルとして

の報告もある・ : これらの知見から,中枢神経

系においては亜鉛欠乏のみならず,過剰な亜鉛

曝露においても,神経細胞に対して障害を誘発

することが明らかになりつつある

2 スズとアポ トーシス

1)免疫系のアポ トーシス

有機スズによる免疫不全の特徴は選択的な胸

腺ならびに胸腺依存性部位の薯しい萎縮とそれ

に伴う細胞性免疫の不全である
J・1 各種有機

スズの中で,胸腺萎縮作用の最も強いのはジブ

チルスズ(DBT)や ジオクチルスズ(DOT)で あ

り,ついで トリブチルスズ(TBT)で ある ジブ
チルスズやジオクテルスズのようなジアルキル

スズによる選択的な萎縮は日1‐逆性である 病理
組織学的には,亜鉛欠乏の場合と同様に,細胞

分裂の激しい皮質領域の未熟なリンパ球の消失

が著しい
二H ri

しかし,亜鉛欠乏の場合と違う点は,こ の萎

縮はグルココルチコイドの遊出増大によるスト

レス,い わゆる `starry sky'現 象に山来する間

接的な萎縮ではないことである すなわち,胸
腺萎縮時における副腎,副腎皮質の組織学的変

化もなく,ま た胸腺での有機スズ濃度と萎縮の

程度とが逆相関を示すことや胸腺細胞の生存率

の低 ドとDNA合 成の阻害とがともに量依存性
であり,かつ互いに平行することなどから, こ

の萎縮は有機スズの直接作用であり,DNA合
成の阻害さらには細胞l曽殖の阻害に起因した二

次的な細胞死によるものであることがわかる

また, この萎縮は,ジブチルスズの場合は長

期間(5-8週 間)連続曝露をすると逆に回復して

くる すなわち.耐つ性が発現してくる しかし,

トリブチルスズの場合はこのような回復はみら

れない ここに, ジブチルスズとトリブチルス
ズの胸腺萎縮誘発におけるメカニズムの違いが

明確化される
2・

「 :
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図 2 有機スズとアポ トーシス
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a.有機スズ曝露による胸腺リンパ球のアポ

トーシス

ジブチルスズや トリブテルスズのような有機

スズはそれらの疎水性 (hydrophObicity)に 依存

して核やプラズマメンブレンではなく,核周辺
のゴルジ体―小胞体 (ER)領域に選択的に集積し,

ゴルジ体の特異的層状構造や小胞体 (ER)の 特

異的細網構造を選択的に破壊し,それぞれの機

能を阻害する・
1・・

ジブチルスズ(DBT)は オルガネラ間のリン

脂質輸送を阻害し,PI代謝回転など細胞内リン

脂質代謝を阻害し,膜介在の増殖情報伝達系を

阻害する そして RN_4合成さらにはDNA合成
を阻害し,細胞増殖を阻害する ジブチルスズ
による細胞死は,細胞増殖の阻害に起因したも
のであり, その死の形態は主としてネクローシ

スである

一方,ト リブチルスズ (TBT)の死の形態はア

ポ トーシスである TBT曝露胸腺リンパ球では,

酸化ス トレス, /1ヽ胞体ストレス,NFκ B,TNF―

α経路そして DNAダ メージに関与するp53経

路に関連する遺伝子の発現が増加する 特に,
アポ トーシスの誘導経路は,ミ トコンドリアの

機能障害からのチ トクロームθの遊離,caspase

カスケー ド活性化,そ して最終的にDNAの 断
片化である TBTに よるアポ トーシスには一部
に小胞体ストレスや酸化ストレスの関与も考え

られ。これらストレス応答に関連するアポ トー

シス誘導遺伝子の転写活性も認められている

すなわち, トリブチルスズは, 小胞体ストレス

やミトコンドリア機能障害をり|き 起こし.こ れ

が引き金となって胸腺リンパ球のアポ トーシス

を誘導する(図 2)"

2)脳神経系のアポ トーシス

a 有機スズ曝露による中枢神経綱胞のアポ
トーシス

トリメチ ルスズ(TMT), トリエチルスズ

(TET),ト リブチルスズ(TBT)の ようなトリア

一

cAMP f

JNK/c iun

エ ンドヌクレアーゼ
CAD/1CAD

RIレ :

9
Casp-3/-7

過剰

シ
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ルキルスズは、強力な中枢神経毒性を有し,重
篤な行動障害や記憶・学習障害, さらには嗅党

障害を誘発する これらの トリアルキルスズは
容易に血液脳関門を通過し.大脳皮質,嗅球 ,

海馬,線条体.視床 ド部に蓄積するため,各組

織における神経利1胞 を傷害し,種 々の障害を誘

発する・・

a)血液脳関門の破壊とアポ トーシス

■
｀BTは脳を保護する血液脳関門の機能を破

り:する 血液脳関門は,血中を循環する有害物
質が脳内神経細1胞に取 り込まれないよう保護し

ており 血液脳関門として働 く血管内皮判1胞 と
その細胞表 |百 iを 覆うアストロサイトによって構

成されている

TBTを 7日 間連続で経口投与 110-301ng/kg)

したラットでは,大脳皮質領域・ 小脳,海馬 .

視床 ド叡
`お

よび線条体の血液脳関円の選・lH.的透

i量性が崩壊 し 炎症性サイトカインの増加,カ
ルシウムの過剰蓄積・ グルタチオン濃度の減少 ,

酸化を促進する鉄や銅の濃度の著増や抗酸化作

用に働くZn濃度の著減,そ して ROSの生成促

進 Baxレ ベルの増加とBcl-2の低下,そ して

アポ トーシスの誘導が組織レベルで確認された

こオしらの脳部位において,TBTに よるROSの
生成や微量元素濃度の変化を比較すると、線条

体が最も酸化的障害を受けやすいことがわかる

この結果は,ト リアルキルスズによる行動異常

の発 lF要因を裏づけるものでもある また,大
幅皮質からの神経利1胞 とアストロサイトの混合

培養モデルでは p38の リン酸化による活性と

casl)ase-3の 活性誘導が認められる・ :

b)記憶・学習障害とアポ トーシス

トリメチ ルスズITMT), トリエチ ルス ズ

ITET).ト リブテルスズ(TBT,の ような トリア

ルキルスズは,重篤な記憶・学習障害を誘発す
る 最も神経毒性の強い1lBTの投与実験では,
有機スズの脳内曝露に伴って,脳内各組織にお

ける微量元素バランスは
1/し
く変動する その

中でも.海馬の門領域 (CA4)お よび Cプ部 セクタ

ー内に局在する苔状線維(lnossy iber)の シナ

ブス終末に多含される中針の消失 (海馬 lL鉛の

消失という)が顕著である

lF鈴は,記憶・学習の基礎過程においてカル

シウムチ ャネルを制御す る神経 調節 因子

(netlrOmOdulator)であり,こ の海馬亜鉛の苔状

線維からの消失はカルシウムチャネルを攪舌Lし ,

その後の亜鉛は記憶・学習の基礎過程を障害す

るnl. また.こ のとき海馬のカルシウムや鉄

が著しく高濃度になっている 海馬において鉄
の過乗1蓄積によるフェントン反応介在の活性酸

素 ROSの生成が確認された

ノ″υ′′″θの海馬スライスを用いた培養実験で

も,ク ロマチンの凝集.細胞内 Ca2+増 加,ROS
の生成など,ア ポ トーシスで起こる現象が確認

された 特にミトコンドリアの電 子伝達系を阻
害することで ROSを 産生し,細胞質へ流出し

て酸化ストレス状態が誘導されている

TMTや TETに おいても,胸腺リンパ球の場
合と同様に,DNAの 断片化が認められ,かつ

ROS産生.炎症性サイトカイン・ グルタミン酸

の1曽加や ミトコンドリア機能障害が複合的に絡

み合ってアポ トーシスを誘導する

c)嗅覚障害とアポ トーシス

トリアルキルスズは,視覚系,聴党系,嗅覚

系,身体感覚系などの感覚系機能障害を誘発す

るが,特に嗅党系障害は過去にブテルスズ合成
工における労働災害として発生している

著者 らのTBTを用いた実験では,有機スズ

の脳内曝露に伴って,脳内各組織における微量

元素バランスは著しく変動し,特 に嗅覚系では

カルシウムの嗅球や嗅上皮への選択的な過乗1集

積がみられた
.・  このとき, カルシウムの過剰

1瞥人に伴って.□「H著増,cNP蓄 1曽 .IP,著減 ,

CaMキナーゼⅡ活性低 卜などがみられた
このカルシウムの過乗1集積は,IPリト依存性

の小胞体からの細胞内カルシウム動員化のみで

は量的にも説明しえず.細胞外からの CaJ流人

によるものであるとされた 最終的には,実験
結果から細胞外からの Cal流人経路としては,

PTH著増が引き金となるcAMP依存性チャネ
ルが介在していることが半Jり |し た

。
「 すなわち,

嗅覚系へのカルシウムの過乗1蓄積 (局在化)は ,

脳内特定部位での P「Hの著増によるアデニルサ

イクラーゼの活性化>cAMP過乗1産生>cAMP
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依存性カルシウムチャネルの調節異常>細胞外

カルシウムの過剰流入といったυWT依 存性チ
ャネルを介した一連のプロセスによるものであ

る。'1

さらに,こ のカルシウムの過乗J集積による嗅

党情報伝達系や嗅覚ニューロンの細胞死を詳細

に解析した結果,TBTに よるラット嗅党障害モ

デルでは,TBTは 腹腔内投り後速やかに嗅球に

移行し,72時 1劃後に嗅党試験のスコアの低下 ,

嗅球組織の顆粒細胞層において神経細胞数の減

少.TUNEIッ 陽性細胞の1曽加を認めた
コ
:

また,嗅球神経細胞の初代培養では,TBTは
速やかに核周辺に集積し,同時に細胞内CaJ+濃

度も考しく L昇 した
J:TBT曝

露 24時 間で,嗅

球神経細胞の著 しい減少とCa2依存型エ ンド

ヌクレアーゼの活性化や DNAの 断片化が確認
された
J' 
さらに,Zn添加で Ca2依存型エンド

ヌクレアーゼの活性が抑制されることから,培

養細胞レベルでTBTと Znの拮抗性を明らかに

することができた
2` 
他の トリアルキルスズに

おいては,TMTに よるマウス嗅覚障害の誘導
モデルで,ス トレス応答シグナル伝達系である

JNK/c―Jun経路の活性化や caspase-3の i舌 1生化

が認められている
コ
'

d)れ υ″Ю 系におけるアポ トーシス誘導
メカニズムの解析

著者らは,血液脳関門で重要な役割を呆たす
と考えられるアストロサイト細胞株 RCR-1を

用いて,TBT曝露によるアポ トーシス誘導メカ
ニズムを検討 した結果.判 |1胞外からのJ/し い

Ca21流入による細胞内 Ca2+の 増カロ.カ ルシウム

依存性のアポ トーシス誘導因子カルバインの活

性化,ミ トコンドリア膜電位低 ドによるチ トク

ロームθの放出.caspaseの 活性化,DNAの l・F

片化を引き起こすことなどを確認 している (図

2)1'1

また, ヒト神経芽糸‖胞 :重 SH―SY5Y細胞を用

いた実験からは,小胞体ストレスも一部関与し

ていることが示唆されている

モ ノメチ ル ス ズ(MMT)ジ メテ ル スズ

(DMT).モ ノブチルスズ(MBT),DBTの 神経
毒性を比較する小脳の顆粒神経判|1胞を用いた初

図3 亜鉛と有機スズによる免疫系と脳神経系の
症状発現にみる病的老化の共通接点

代培養実験では,TMTは 濃度 3``Mで 50ヽ
'の

神

経細胞を死減させるが,MMT D_NIT,MBTは
濃度 10/zMの 曝露でも有意の細胞寺性は示さ

な い 一 方 で ,DBTは 濃 度 03μ Mか ら TtINEI´

陽性のアポトーシスを誘導する

IA/1Tは 」NK/c―Junや p38経路を,舌性化させ.

これら経路の阻害はTMTに よるアポトーシス

を,茂少させるが, DBTは JNK/c Junや p38経

路の活性化を誘導せず,かつJNK/c」unや p38

経路の活性阻害斉」を併用してもアポトーシスの

誘導は減少しない こオtは ,メ チルスズ化合1勿
とブチルスズ化合物によるアポトーシスの誘導

は異なるメカニズムによって制御されているこ

とを示している

お わ り に

免疫系ならびに脳神経系 (今 |口 |は害Jtt t´ た内

分泌系)に おいて,発現症状が類似の申針欠乏
あるいは有機スズ曝露という2つ の異なるli境

悪化に起囚する病的老化の誘導プロセスで

「細胞死」は主要な領域である 本稿では 特に
アポトーシスに注目し,その誘導プロセスにお

ける共通な接点を考察した(図 3)

両者における細胞死は,■細胞内カルシウノ、

鉄,銅の過剰蓄積によるオルガネラ・ストレス・
121 ROS生 成の促進,,ア ポ トーシス誘導シグ
ナルの活性化, という共通のプロセスを経る

そして,こ れら共通のプロセスを裏づけし′てい

る共通の接点の一つが亜鈴結合部位での亜鉛と

スズの置き換わり,あるいは作用点での亜鉛機
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能障害による「組織的な亜鉛欠乏状態Jなる現象  両者において共通にみられる要因の中で,生体
の誘発であろうと思われる           に不利益な反応または物質の蓄積, 例えば「カ

病的老化として両者にみられる免疫系機能の  ルシウム,鉄,銅などの過剰蓄積J,「情報伝達
低 ドや中枢神経系機能の低下は,それぞれの機  の誤 り」なども老化を誘発する `不利効果の蓄
能や形態における生理的老化と同じ現象 (生理  積'の一つとみなすことができるのではないだ
的老化の修飾)であり,こ の現象を発現する要  ろうか
囚こそが老化プロセスとの接点である そして.
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