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硬変肝肝切除後の残存肝の機能賦活ならびに再生を促進させる治療法を探究する目的で,Dimeth‐

yinitrosamineラット硬変肝を作製し,そ の病態を検索するとともに,70%肝 切除を行い,Insulin O.5

U/kg/dayお よびInsulin 4U/kg/day+Glucagon 2mg/kg/dayをF尋脈内に持続投与してその効果を

検討した。肝組織学的検索,肝 ATP含 量および血液生化学検索からは両組成液の効果はみられず,

DNA合 成能からMaddenの Grade(1+)お よびGrade(2+)で Insulin o.5U/kg/dayが,Grade

(2+)で Insulin 4U/kg/dayttGlucagon 2ng/kg/dayがそれぞれ有意の再生促進効果を示し,ま た

肝切除後の生存率においても両組成液がGrade(2+)で 良好な成績を示した。 このことは両組成液が

硬変肝肝切除後の有効な術後療法となることを示唆するものである。

索引用語 :Dimethyinitrosamine硬変肝,硬 変肝肝切除,肝 切除後肝再生,Insulin門脈内補充療法,

Glucagon門脈内補充療法

I . 緒 言

最近,各種画像診断法の進歩め
～りおよびAFPな どに

よる血清スクリーエングゆ"によって小さな肝癌の発

見が比較的容易となり,肝切除症例も増加しているが,

その多くは併存する肝硬変のため治療成績は必ずしも

良好とはいえない。.確かに,肝予備能検査などの進歩

による術前の病態に即した肝切除量の決定やつ。,か な

り適切な術後療法が行なわれるようになってきてはい

るがり
～121,肝臓癌の根治的治療という面からみればこ

れらはいまだ不充分なものであり,肝 切除後には残存
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能を賦活して術後肝不全を予防し,ま た残存肝の再生

を促進し,ひ いては肝切除量を増大して根治性を高め

うる治療法の開発が要求されている。

近年,この目的に沿って門脈内因子
13)～1ゆに関する多

くの研究がなされており,特 に膵ホルモンであるIn‐

sulin,Glucagonには有効性が認められ臨床的にも応

用されている1り.著者はこの Insulin,Glucagonの効果

に注目しD―galactosamine(以下 Gal,Nと 略す)ラ ッ

ト障害肝の再生には Insulin O.5U/kg/dayの問脈内

持続投与が最も有効であることを実験的に証明しすで

に報告した2の.

本実験ではひきつづいて Dimet町 lnitrosamine(以

下 DMNと 略す)ラ ット硬変肝を作製し,そ の硬変肝
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の病態を検索するとともに,Insulin O.5U/kg/dayお

よびInsulin 4U/kg/dayttGlucagon 2mg/kg/dayを

肝切除後に門脈内に持続投与して,そ の残存肝に対す

る機能賦活および再生促進効果と肝庇護作用を検討す

ることを目的として実験を行い,若 子の知見を得たの

で報告する。

H.DMN硬 変肝の病態

A,実 験方法

1,実験動物の作製

実験動物 として,DMN硬 変肝の作製には体重

180～220gの Wistar系雄性ラットを,正常肝の対照群

(以下対照群)に は体重220～250gの Wistar系雄性

ラットを用い, ともに日本クレア製標準固型飼料で飼

育した。

DMN硬 変肝はHaneyら の方法2,に準じてDMN

(半井化学薬品)を正常飲料水に1,000ppmの割合で溶

解し,体重100gあたり1.Omlの割合で4週間にわたっ

て,週 に3日間連続して金属性胃管を用いて経口投与

することにより作製した。経口投与終了後 4週間の体

薬期間をおいた後に硬変肝モデルとして実験に供し

ブti.

DMN硬 変肝群および対照群にAnderson‐Hittins

の方法2りに基づいて70%肝 切除を行い,肝 切除後 2日

目に屠殺して以下の検索を行った。

2.検 索方法

肝切除時に採取した肝で,肝 の病理組織像および肝

ATP含 量を検索した。肝切除後 2日 目の屠殺時に採

取した肝で,肝 ATP合 量および DNA合 成能を検索

し, さらに屠殺時に採取した血液で血液生化学的検索

を行った。

a.病 理組織学的検索

肝切除時採取した肝を,10%ホ ルマリンで固定し,

HE染 色 とAzan―Ma1lory染 色 を行った。そ して,

DMN硬 変 肝 の障 害 度 を Maddenの Histo10gical

Gradinぎりに基づいて 4つ の Gradeに 分類した。

b.肝 ATP含 量

肝切除時および肝切除後 2日 目に, ラットをエーテ

ル浅麻酔下に開腹し,肝 を液体窒素でよく冷却したス

テンレススチール製のプレート付鉗子ではさみとり,

すばやく液体窒素を満たした磁製乳ばち内へ沈めでき

る限り細かく破砕した。この破砕した肝の重量を測定

した後,Po■er‐Elvettem型ガラスホモジナイザーで

0%Perchloric acid(以下 PCAと 略す)を 加えてホ

モジネートした。そして,再 度肝重量を預J定した後
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0℃ 10,000rpmで15分間遠心分離 して得た上清を,

69%K2C03で メチルオレンジを指示薬 として滴定し

た。さらにこれを 0℃ 10,000rpmで5分 間遠心分離し

て得た上清をヌクレオチ ド抽出液とした。

ATP合 量の測定は,Lamprecht‐Tautscholdの方

法2つで酵素学的に分光光度計 (日立製 Mode1 356)で

測定した。

c.肝 DNA合 成能 (DNA speciFlc activity)

肝切除後 2日 目に,ラ ットの腹腔内に3H_thymidine

1/Ci/g体重を投与し, 1時 間後に居殺して肝をlg採

取した。

DNAの 分画抽出はScottの変法
2い2けに準じて行っ

た。抽出液の一部で既報
2いのごとく放射活性を測定し,

他の一部でDNAの 定量をDiphenylamine法
2いによ

り行った。

抽出液中のカウント数をDNA量 で除して比活性

(cpm/″gDNA)を 求め,DNA合 成能を表わす指標と

した。

d.血 液生化学的検索

肝切除後 2日 目にラットをエーテル浅麻酔下に開腹

して,下 大静脈より血液を採取 し,血 清 GOT,GPT

(ライ トマンーフランケル法),血 清 Albulnin(BCG

法)を 測定した。

B.実 験成績

1,DMN硬 変肝の病理組織像

DMNを 投与したラットの総数は44匹であるが,肝

切除施行時まで生存したラットは15匹 (34%)で あっ

た。その病理組織像は図 1に 示したように Maddenの

Histological Crading2りに従って分類し,図 1-Aの よ

うな所見のものを Grade(1+),図 1-Bの ような所見

を Grade(2+),図 1-Cの ような所見のものを Grade

(3+)と したとまた,図 1-Dの ような所見のものを

Grade(4+)と したが, このような Grade(4+)の 肝

組織像は肝切除時まで生存したラットではみられず,

肝切除時までに死亡したラットの剖検肝で得られた。

肝切除時まで生存 したラット15匹の肝硬変の程度

ヤま, Grade(1+)が 5匹 , Crade(2+)が 4匹 , Crade

(3+)が 6匹 であった。

なお,肝 切除時の肝組織像が Grade(3+)で あった

6匹 には肝切除後 2日 目まで生存したものはいなかっ

ブti.

2.肝 ATP含 量

肝切除時および肝切除後 2日 目の肝 ATP含 量の値

は図 2の ごとく,そ れぞれ対照群 が2.386±0.246
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図 l DMN硬 変肝の障害度別病理組織像

Grade(1+)i図 Aの ごとく,好中球,リ ンパ球を主

体とする炎症性細胞浸潤およびfocal necrOsisが認

められるが,肝 細胞索はよく保たれ,線 維化もみら

れない (HE,× 100)

Grade(2+)1図 Bの ごとく,線維の増加を認め,中

心静脈一グ鞘,中心静脈一中心静脈間にbridge形成

がみられるが,偽 小葉の形成には至っていない。正

常の小葉構造は失われているが,炎 症反応は認めな

い。(HE,× 200)

G r a d e ( 3 + ) :図 Cの ごとく,線 維性隔壁は偽小葉

を形成しており,肝 硬変の初期像である.(H E ,×

200)

Grade(4+):図 Dの ごとく,線 維性隔壁は幅広く,

肝細胞は変性壊死傾向が強い。再生結節を認め進行

した肝硬変像である。(HE,× 200)

μmole/g LW, 2.002± 0.179/rmole/g.L Vヽ, Grade

(1+)が 1.557±0.257″mole/g.LW, 1036± 0.143

/mole/go LW,Grade(2+)が 1.354±0.112″mole/g.

LW,0.784±0.186/mole/go LW,Grade(3+)の肝切

除時が1.114±0.232″mole/g,LWで あった。

肝切除時の肝ATP合 量は,対 照群が最も高値で,
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図 2 肝 ATP含 量

Grade(1+),Grade(2+),Grade(3+)と 肝ド章害の

進行に比例して減少する傾向を示した。すなわち対照

群とGrade(1+)の 間,お よび Grade(1+)と Grade

(3+)の 間にそれぞれ有意差 (p<0.01,p<0.01)を 認

めたが,Grade(1+)と Grade(2+)の 間,お よび

Grade(2+)と Grade(3+)の 間には有意差を認めな

かった.

また,肝切除後 2日 目の肝 ATP含 量も,対照群が最

も高値で,Grade(1+),Grade(2+)と 肝障害の進行

に比例して有意の減少を示した。すなわち,対 照群と

Grade(1+)の 間,お よびGrade(1+)と Grade(2+)

の間にそれぞれ有意差 (p<0,01,p<0.1)を 認めた。

肝 ATP含 量は各群いずれも肝切除後 2日 目の値が

肝切除時に比べ減少する傾向を示 した。その減少は

Grade(1+)と Grade(2+)で それぞれ有意 (p<0.1,

p<0.02)で あったが,対 照群では有意ではなかった。

3.肝 DNA合 成能 (DNA specinc activity)

DNA specinc activityは 図 3の ごとく,対 照群が

78.4±6,75cpm/μ g DNA,Grade(1+)が 43.81土

16.07cpm/″ 宮DNA, Grade(2+)が 41157± 17.95

cpm/″gDNAで ぁ り,対 照群に比べ,Grade(1+),

Grade(2+)の 2群 はそれぞれ有意 (p<0.01,p<

0.01)の低値を示した。しかし,Grade(1+)と Grade

(2+)の 間には右意差を認めなかった。

4.血 液生化学的検索

a.血 清 GOT値

血清 GOT値 は図 4左 のごとく,対 照群が,120.6土

12.8K.U.,Grade(1+)が 249.8± 40.9K.U.,Grade



図 3 DNA specinc activity
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図4  血 清 G O T , G P Tお よび血清 A l b u m h値

GOT             GPT            A bumin

(登訟雪動)       (登 訟彗9)

(2+)が 397.6±45.8K.U。であり,対 照群が最も低値

で,Grade(1+),Grade(2+)と 肝障害の進行に比例

して有意の増加を示した。すなわち,対 照群とGrade

(1+)の 間,お よびGrade(1+)と Grade(2+)の 間

にそれぞれ有意差 (p<0.01,p<0.01)を認めた。

b.血 清 CPT値

血清CPT値 は図4中央のごとく,対 照群が62.8士

7.4K.U.,Grade(1+)が 92.7±14.5K.U.,Grade(2+)

が156.1±40.9K.U.であり,血清GOT値 と同様,対照

群が最も低値で,Grade(1+),Grade(2+)と 肝障害

の進行に比例して有意の増加を示した.す なわち,対

照群 とGrade(1+)の 間,お よびGrade(1+)と

Grade(2+)の 間にそれぞれ有意差 (p<0.01,p<

0.05)を認めた。

c.血 清Aibumin値

血清Albumin値 は図4右のごとく,対照群が3.27士
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0.07g/dl,Grade(1+)が 3.01±0.19g/dl,Grade(2+)

が2.89±0.08g/dlであり,対照群が最も高値で,Grade

(1+),Grade(2+)と 肝障害の進行に比例して減少す

る傾向を認めた。すなわち,対 照群と他の 2群 の間に

はそれぞれ有意差 (p<0,05,p<0.01)を 認めたが,

Grade(1+)と Grade(2+)の 間には有意差を認めな

かった。

IH.DMN硬 変肝における肝切除後の残存肝に

対するInsulin,Glucagonの 効果

A.実 験方法

1,実 験動物の作製

実験動物には体重180～220gの Wistar系 雄性ラッ

トを用い,DMN硬 変肝モデルを前節 IIと同 じく

Haneyら の方法21)に準じて DMNを 投与して作製し,

実験に供した。

この DMN硬 変肝を Anderson‐Higginsの方法221に

基づいて70%肝 切除し,同時にシラスヨンチューブ(ダ

ウコーニング社製,size O.5～1.Omm)の 先につけた

26G皮 内針を門脈本幹に直接刺入し外科用接着剤アロ

ンアルファAで 固定した。同チュープを皮下を通じて

背部 よ り体外へ導 出し,Cannular free through

Swivelを用いて持続注入ポンプ (シャープ製 PIP21,

MP21)に 接続した。

このように処置したラットを,10%glucOse(基 礎

液)の みを注入する群 (I群=対 照群),Insulin o.5U/

kg/dayを 10%glucoseに溶解して注入する群 (II群),

Insulin 4U/kg/dayttGlucagon 2mg/kg/dayを10%

glucoseに溶解して注入する群 (III群)の 3つの群に

分けて,各 組成液を肝切除直後より48時間にわたって

屠殺するまで,5m1/24時間の割合で門脈内へ持続投与

した,

そして,前 節 IIと同様, 3群のラットの肝切除時の

肝組織像を Maddenの Histological Cradiぜめに基

づいて 4つ の Gradeに 分類し以下の検索を行った。

2.検 索方法

a.病 理組織学的検索

肝切除時および肝切除後 2日 目にラットを屠殺した

時に採取した肝を,前 節 IIと同様,10%ホ ルマリンで

固定し,HE染 色とAzan‐Mallory染 色を行った,そ し

て,4つ の Grade別 にDMN硬 変肝の肝切除前後の障

害度の変化を検討した。

b.肝 ATP含 量

肝切除時および肝切除後 2日 目に,前 節 IIと同じ方

法で測定した。
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c.肝 DNA合 成能 (DNA specinc activity)

肝切除後 2日 目に,前節 IIと同じ方法で測定した.

d.血 液生化学的検索

肝切除後 2日 日に,前 節 IIと同 じ方法で,血 清

GOT,GPTお よび Albumin値 を測定した。

e.肝 切除後の生存率

生存率は肝切除を行ったラット数で,肝 切除後 2日

日の屠殺時まで生存したラット数を除して求めた。

B.実 験成績

1.病 理組織学的検索

a.DMN硬 変肝の病態

DMNの 投与を行ったラットの総数は274匹である

が,肝 切除施行時まで生存したラットは92匹(33.5%)

であった.し かし,そ の92匹のうち18匹に術死および

組成液の注入不足があり,肝 切除時に硬変肝モデルと

して実験に供したのは74匹である。この74匹を I群 (対

照群)に29匹,H群 に25匹,III群 に20匹とそれぞれふ

りわけた。

この 3群 の硬変肝の障害度は,I群 (対照群)で は

Grade(1+)が 10匹,Grade(2+)が 12匹,Grade(3+)

が 7匹 , II群でヤまGrade(1+)力 1`0匹, Grade(2+)

が11匹,Grade(3+)が 4匹 ,III群 では Grade(1+)

が 4匹 ,Grade(2+)が 9匹 ,Grade(3+)が 7匹 で

あった。前節 IIと同様,Grade(4+)の 肝組織像は肝

切除時まで生存したラットではみられなかった。

b.肝 切除前後の肝組織像の変化

実験に供された74匹のラットのうち,肝 切除後, 2

日目まで生存したのは44匹であった。

そこで, この44匹について肝切除後の肝組織像の変

化を検討したが,肝 切除時の肝組織像はすべて Grade

(1+)お よびGrade(2+)で あり,I群 (対照群)で

はCrade(1+)が 10匹,Grade(2+)が 6匹 ,II群 で

はGrade(1+)が 10匹,Grade(2+)が 8匹 ,III群

ではGrade(1+)が 4匹 ,Grade(2+)が 6匹 であっ

た。なお,肝 切除時の肝組織像が Grade(3+)の ラッ

トには肝切除後 2日 目まで生存 したものはいなかっ

ブ(1.

肝切除後 2 日 目の残存肝 は, M a d d e n のH i s ‐

t o l o g i c a l  G r a n d i n ず。か らみ ると, 図 5 の よ うに

Grade(1+),Crade(2+)の いずれにおいても3群 と

も肝切除時より肝障害が進行する傾向を認めたが,そ

の進行の程度には3群の間に有意差を認めなかった.

なお,以下の肝ATP含 量,肝 DNA合 成能および血

液生化学的検索は, この44匹のうちの一貫した観察を
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図 5 肝 切除前後の肝組織像の変化

erまぉ(1+)         Grade(2+)

Eコ G隆 (1+)

塵翌 Cr4 (2+)

5は 幾 (3+)

圏 e ヨ L ( 4 + )

A B  A B  A B     A B  A B  A B

行い得た23匹を対象として検討された。すなわち,I群

(対照群)で は Grade(1+)が 4匹 ,Grade(2+)が

4匹 ,II群 ではGrade(1+)が 5匹 ,Grade(2+)が

4匹 ,III群では Grade(1+)が 3匹 ,Gradc(2+)

が 3匹 である。

2.肝 ATP含 量

肝切除時および肝切除後 2日 目の肝 ATP含 量の値

は図 6の ごとく,Grade(1+)の ものでは,そ れぞれ

I群 (対照群)が 1.613±0.305/mole/g.LW,1.094土

0.162μmole/g LW, H群 が1.637±0.324″mole/g.

LW,0.831± 0.164μmole/g.LW,III群 が,1.472±

0.058μmole/go LW,1.286± 0.235″mole/g.LWで

あった。Gr a d e ( 2 + )のものでは,そ れぞれI群(対照

群)が 1.387±0.090/mole/g.LW, 0.799± 0.188

図 6 肝 ATP含 量

G r a d e ( 1 + )      6 ●a d e ( 2 + )

(登話|‰)
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″mole/g.LW,H群 が1.410±0.233/mole/g,LW,

1.032±0.171″mole/g.LW, III群 が1.328±0.083

″mole/g.LW,0。767±0.113″mole/g.LWで あった。

肝切除時の肝ATP含 量は,Grade(1+),Crade

(2+)の いずれにおいても3群の間に有意差を認めな

かった。

肝切除後 2日 目の肝ATP含 量は,Grade(1+)の

ものでは,I群 (対照群)と III群が,II群 に比べそれ

ぞれ有意 (p<0,1,p<0.05)に 高値であったが,I群

(対照群)と III群の間には有意差を認めなかった。

Grade(2+)の ものでは, 3群 の間に有意差を認めな

かった。

肝ATP含 量は,肝 切除後 2日 目の値が肝切除時に

比べ減少する傾向をいずれの群でも認めた。その減少

は,Grade(1+)の I群 (対照群),H群 ,Grade(2+)

のI群 (対照群),II群,III群でそれぞれ有意 (p<0.1,

p<0.02,p<0.02,p<0.1,p<0.02)で あったが,

Grade(1+)の III群では有意ではなかった。

3.肝 DNA合 成能 (DNA specinc activity)

DNA specillc activityは図 7の ご とく, Grade

(1+)の ものでは,I群 (対照群)が42.13±15.34cpm/

″g DNA,II群 が79,63±28.90cpm/″g DNA,III群 が

44.09±12.04cpm//gDNAで あり,II群 がI群(対照

群)に 比べ有意 (p<0.1)に 高値であったが,I群 (対

照群)とIII群の間およびII群とHI群 の間には有意差

を認めなかった.

Grade(2+)の ものでは,I群 (対照群)が 41.23土

18.91cpm/″gDNA, II群 が 90.97±25.83cpm/″g

DNA,III群 が88,73±10.14cpm/″g DNAで あり,II

図 7 DNA spectic activity

Gradeて1+)       eradeて 2■)

( E 総墨。)

CPm/′EDNA
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群とIII群が,I群 (対照群)に比べそれぞれ有意 (p<

0.05,p<0.05)に高値であったが,II群 とIII群の間に

は有意差を認めなかった。

4.血 液生化学検索

a.血 清 GOT値

血清 COT値 は図 8の ごとく,Crade(1+)の もの

では,I群 (対照群)が 251.3±41.3K.U.,II群が475±

307K.U.,III群が266±141K.U.であり, 3群 の間には

有意差を認めなかった。

Grade(2+)の ものでは,I群 (対照群)が399±46.1

図8 血 清GOT値

G r a d e ( 1 + )       G r H e ( 2 + )

G訟ム)

図9  血 清 G P T値

G r a d 6 ( 1 + )       G , ま ね( 2 + )

ぐ訟品)
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る促進的結果と肝細胞壊死抑制作用を報告している。

また,硬変肝肝切除後にも,本邦では両ホルモンが様々

な量や比率および方法で投与されているがり
~1り
,未 だ

その投与方法は確立されていない。

実験的に,硬変肝肝切除後にInsulin,Glucagonを投

与してその効果を検討した報告は少ない。長尾3"は,

Insulin,Glucagonをおのおの単独でDAB硬 変肝肝

切除後に大腿静脈より投与して,両 ホルモンが残存肝

のEnergy代謝および核酸代謝障害の改善に有効で

あったと報告している.

今回の著者の実験では,DMN硬 変肝肝切除後に

Insulin O.5U/kg/dayお よびInsulin 4U/kg/day十

GlucagOn 2ng/kg/dayを 門脈内に持続投与したが,

両組成液にはEnergy代 謝の賦活効果および肝庇護作

用はMaddenの どのGradeで もみられなかった。し

かし,肝 再生促進効果はInsulin O.5U/kg/dayには

Grade(1+)お よびGrade(2+)に おいて,Insulin

4U/kg/dayttGlucagon 2mg/kg/dayに は Grade

(2+)に おいて認められ,両 組成液の肝切除後のラッ

トの生存率に対する改善効果もGrade(2+)に おいて

認めた。

Grade(3+)で Energy代 謝の賦活効果,肝 庇護作

用,肝 再生促進効果および肝切除後の生存率の改善が

みられなかったことは,Grade(3+)を 70%肝 切除し

た時の病態が小沢ら1りのいう動脈血中ケトン体比0.7

以下に相当するのではないかと思われ,そ うであれば

彼らのケトン体比が0.7以下の症例にはInsulinが無

効であるとの報告に合致する。

以上,本 実験でMaddenの Grade(2+)以 下 (特に

Grade(2+))の 肝組織像を塁するラットの70%肝 切

除後において,Insulin O.5U/kg/dayお よびInsulin 4

U/kg/dayttGlucagon 2mg/kg/dayが 有効であり,

Grade(3+)で は無効であるとの結果は,臨 床面にお

いてGrade(2+)以 下のような併存肝病変をもつ肝癌

を切除した場合の術後療法として有効であり,根 治面

から70%ま で肝切除を拡大しても術後合併症を減少さ

せうることを示唆するものである。

今後さらに,Insulin,GlucagOnの量と比率,お よび

硬変肝の程度と肝切除量のかねあいによるInsulin,

GlucagOnの 効果などを検討していきたいと考えてい

る。

V.結   語

DMNラ ット硬変肝を作製し,そ の病態を検索する

とともに,Insulin O.5U/kg/dayお よびInsulin 4U/

高度障害肝に対する解ホルモンの有効性に関する基礎的研究   日 消外会誌 18巻  9号

kg/dayttGlucagon 2ng/kg/dayを 70%肝 切除直後

より48時間にわたって門脈より持続投与して,両 組成

液の残存肝に対する効果を検討し,以下の結果を得た。

1.DMN硬 変肝は,Energy代 謝および核酸代謝の

両機能 とも低下してお り,特 に肝 ATP合 量の値は

Maddenの 組織学的障害度の進行に比例して減少する

傾向を示した。また,組 織学的障害度の進行に比pllし

て血清 GOT,GPT値 は高値を示し,血 清 Albumin値

は低値を示す傾向を認めた。

2.両 組成液には,DMN硬 変肝肝切除後の残存肝に

対する機能賦活および肝庇護面での効果は,肝 組織学

的検索,肝 ATP含 量および血液生化学的検索からみ

られなかった。しかし,肝再生促進効果は,Insulin O.5

U/kg/dayに は Grade(1+)お よびGrade(2+)に

おいて,Insulin 4U/kg/dayttGlucagon 2mg/kg/day

には Grade(2+)に おいて DNA合 成能から認めら

れ,ま た両組成液の肝切除後の生存率に対する改善効

果もGrade(2+)に おいて認めた。以上の結果から,

臨床面において両組成液が,残 存肝の再生促進の目的

で,硬 変肝肝切除後の術後療法として応用しうる可能

性が示唆された。
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