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大腸菌を昆虫共生細菌に進化させることに成功 

－ 普通の細菌が単一突然変異でカメムシの生存を支える必須共生細菌になる － 
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■ ポイント ■ 

・ 実験室で大腸菌を昆虫共生細菌に進化させることに成功 

・ 大腸菌が単一突然変異でカメムシの生存を支える必須共生細菌になる 

・ 常識を覆し、共生進化が迅速かつ容易に起こりうることを示す 

 

■ 概 要 ■ 

国立研究開発法人 産業技術総合研究所（以下「産総研」という）生物プロセス研究部門生物共生進

化機構研究グループ 古賀 隆一 研究グループ長、森山 実 主任研究員、深津 武馬 首席研究員 兼 

ERATO 深津共生進化機構プロジェクト 研究総括は、国立大学法人 東京大学 大学院理学系研究科 

古澤 力 教授、国立大学法人 東京大学 大学院総合文化研究科 若本 祐一 教授らと共同で、共生

細菌なしでは生きられないチャバネアオカメムシから共生細菌を除去し、かわりに高速進化大腸菌を感

染させて実験室で継続的に飼育維持することにより、数ヶ月から１年ほどの短期間のうちに、広域転写

制御系に生じた単一突然変異により、大腸菌が宿主カメムシの生存を支える必須共生細菌に進化しうる

ことを明らかにした。 

本研究により、宿主の生存に必須な共生微生物の進化が、従来考えられていたよりも迅速かつ容易

に起こりうることが示された。分子生物学のモデル細菌として最も研究が進んでいる大腸菌を共生細菌

に進化させることができたことは画期的である。この昆虫―大腸菌実験共生進化系を用いることにより、

今後、共生進化の過程や機構に関する理解が飛躍的に進展することが期待される。 

なお、本研究成果は、2022 年 8 月 4 日（英国夏時間）に国際学術誌「Nature Microbiology」にオンライ

ン掲載される。 

     は【用語の説明】参照 

 

共生進化前後の大腸菌およびそれらに感染したチャバネアオカメムシ成虫 

進化前の大腸菌は細長く、感染虫の羽化率は低く、体は小型で褐色だが（左）、 

進化後の大腸菌は短くなり、感染虫の羽化率は改善し、体は大きく緑色になる（右）。 
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■ 研究の背景 ■ 

ヒトを含む動植物と微生物の共生関係の研究は、国際的に大きな展開を見せているが、従来の研究

はほぼすべて、既存の高度な共生関係を対象にしたものであった。しかし、どんなに高度に特殊化した

共生微生物も、もともとは自由生活をしていたはずである。共生関係が具体的にどのように始まり成立し

たのか、とりわけ宿主生物の生存に必須であるような、高度な相利共生関係の進化的起源は、未解明

の本質的な問題である。しかし、遠い過去に起こった進化的事象であるため、実証的な研究は困難であ

ると考えられていた。 

一方で近年、主に微生物を対象に、実験室で進化の過程や機構をリアルタイムで明らかにしようとい

う「実験進化学」が盛んに行われている。抗生物質耐性、高温耐性、宿主への感染力や病原性の低下/

増強などの進化過程を再現し、理解しようという取り組みである。しかし、宿主生物の生存に必須である

ような、高度な相利共生微生物を実験室で進化させることは一般に困難であると考えられており、そのよ

うな先行研究は存在しなかった。 

 

■ 研究の経緯 ■ 

産総研生物プロセス研究部門では、陸上生態系における生物多様性の主役である昆虫類、およびそ

れらの体内に共生して高度な生物機能を担う微生物に着目した研究に取り組んでいる。特に農業害虫

として重要なカメムシ類の腸内共生細菌については、「共生細菌による昆虫の害虫化の発見」（2007 年 6

月 13 日 産総研プレス発表1）、「害虫に殺虫剤抵抗性を持たせる共生細菌を発見」（2012 年 4 月 24 日 

産総研プレス発表2）、「昆虫と細菌との共生におけるポリエステルの新たな機能」（2013 年 6 月 11 日 産

総研プレス発表3）などの研究成果がある。特に、「環境細菌から進化する共生細菌」（2016 年 1 月 11 日 

産総研プレス発表4）では、チャバネアオカメムシの日本集団における腸内共生細菌の多様性を解明し、

さまざまな共生細菌除去および再感染実験を実施した。そのなかで、大腸菌を含む非共生細菌を用い

た感染実験を試みたことが、今回の研究成果に発展する端緒となった。 

なお、本研究開発は、国立研究開発法人 科学技術振興機構による「ERATO 深津共生進化機構プロ

ジェクト（2019～2024 年度）」の支援を受けて行った。 

 

■ 研究の内容 ■ 

チャバネアオカメムシ（図 1A）の消化管の後部は特殊化した共生器官となっており（図 1B）、その内部

に共生細菌（腸内細菌科 Pantoea 属の 1 種）を保有している（図 1C）。この共生細菌は幼虫の成長に不

可欠で、母虫は卵を産むときに共生細菌を卵の表面に塗布し、孵化した幼虫は卵表面を吸って共生細

菌を獲得する（図 1D）。共生細菌に感染した幼虫は正常に発育し、飼育条件下では通常 80％程度が羽

化して緑色の成虫になる（図 1A）。一方で、卵表面殺菌により、共生細菌に非感染の幼虫を実験的に作

成すると、幼虫は成長が著しく遅れ、ほとんどが成虫になれずに死滅する。 

卵表面殺菌した卵から孵化した無菌幼虫に、大腸菌を懸濁した水を吸わせたところ、やはり成長は著

しく遅れたものの、ごく少数（5〜10％程度）ではあるが、褐色の異常な体色を呈し、小さい成虫が羽化し

てきた（図 2A）。共生器官は無色で未発達であったが（図 2B）、FISH 法で確認したところ、大腸菌がその

 
1 https://www.aist.go.jp/aist_j/press_release/pr2007/pr20070613/pr20070613.html 
2 https://www.aist.go.jp/aist_j/press_release/pr2012/pr20120424/pr20120424.html 
3 https://www.aist.go.jp/aist_j/press_release/pr2013/pr20130611/pr20130611.html 
4 https://www.aist.go.jp/aist_j/press_release/pr2016/pr20160111/pr20160111.html 
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内部に感染しており、共生細菌と同様の局在を呈した（図 2C）。これらの成虫の一部は交尾して少数の

卵を産んだが、その表面には大腸菌が塗布されており（図 2D）、孵化した幼虫は卵表面を吸って大腸菌

を獲得した。 

 

図 1 共生細菌に感染した正常なチャバネアオカメムシ 

 （A）正常な成虫。羽化率は 80％程度で緑色である。(B)摘出した消化管。後端部に黄色の共生器官が

発達する。（C）FISH 法による共生細菌の検出。共生器官に局在している。（D）卵表面に塗布された共生

細菌を吸って獲得中の孵化幼虫。 

 

 

図 2 共生細菌を除去してかわりに大腸菌を感染させたチャバネアオカメムシ 

（A）羽化した成虫。大部分は幼虫期に死亡し、羽化率は 5〜10％程度、体は小さくなり、褐色の異常

な体色を呈する。（B）摘出した消化管。後端部の共生器官は無色で細く、未発達である。（C）FISH 法に

よる大腸菌の検出。共生細菌と同様に共生器官に局在している。（D）卵表面に塗布された大腸菌の蛍

光顕微鏡像。 

 

もともと大腸菌は、主にヒトなど哺乳類の腸内に生息する細菌であり、本来カメムシとは関係がないは

ずである。それにもかかわらず、不完全ではあるが、カメムシに共生して生存を支える最低限の能力をも

つことが判明した。このような大腸菌をカメムシに感染させて、継続的に植えつぐことで共生細菌らしく進

化しないだろうか？ 

大腸菌をカメムシの共生細菌に進化させるため、実験進化学的手法を構想した。ただし、単純に大腸

菌をカメムシに感染させて飼育維持しても、大腸菌に共生進化が簡単に起こるとは期待しがたい。そこ

で、高速進化大腸菌を用いることにした。DNA ミスマッチ修復遺伝子 mutS を欠失させた大腸菌は、突然

変異率が 100 倍程度に上昇し、分子進化速度が 100 倍程度に加速する。それに応じて、さまざまな性質

の進化速度も加速することが予想される。この高速進化大腸菌を摂取させたカメムシの無菌幼虫を飼育

維持することにより、成長速度に選択をかけた（最も早く羽化した成虫の共生器官を摘出して、その中の

大腸菌を次世代へ接種/冷凍保存する）実験進化系列、および体色に選択をかけた（最も緑色が強い成

虫の共生器官を摘出して、その中の大腸菌を次世代へ接種/冷凍保存する）実験進化系列を作成した
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（図 3）。比較のための対象区としては、進化速度が加速していない野生型の大腸菌に感染させたカメム

シについて進化系列を作成した。 

 

図 3 共生進化実験のデザイン 

 

体色選択進化 12 系列に対象区 11 系列、成長速度選択 7 系列に対象区 7 系列を作成して、約 2 年

間にわたり宿主カメムシの 10 世代以上にわたる飼育維持を行った。その結果、体色選択進化系列のう

ち 1 系列（CmL05）で 7 世代目（約 1 年 2 ヶ月後）から、成長速度選択系列のうち 1 系列（GmL07）では 2

世代目（約 2 ヶ月後）から、羽化率の顕著な上昇（30〜80％）が見られた。これらの進化系列では、羽化

率の上昇に伴って、カメムシの体サイズが大きくなり、体色が正常な緑色に近づいていく傾向が見られた

（図 4 上段）。そのような大腸菌をコンゴーレッド含有寒天培地で培養すると、共生進化前は大きく赤色の

コロニーを形成したのに対し、共生進化後は小さく白色のコロニーとなり、細胞外基質の産生が顕著に

低下していた（図 4 下段）。 

 

図 4 共生進化大腸菌に感染した宿主チャバネアオカメムシの外観 

および共生進化大腸菌のコロニー形状 

 宿主カメムシの体サイズ増大および緑色化、大腸菌コロニーの細胞外基質産生の低下が見られた。 
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また、それらの大腸菌を液体培地で培養して各種性状を調べたところ、増殖速度の低下（図 5A）、細

胞サイズの小型化（図 5B）、べん毛運動性の喪失（図 5C）、細胞形態の不安定化（図 5D）、宿主体内感

染密度の上昇などが観察された。 

 
図 5 共生進化大腸菌の共生進化前後における変化 

 独立な進化系列（CmL05, GmL07）における、(A)増殖速度の低下（12 時間液体培養における細菌量の

増加率）、(B)細胞サイズの小型化（細菌の位相差顕微鏡像）、(C)べん毛運動性の喪失（5 秒間の細菌

運動軌跡の虹色プロット）、(D)細胞形態の不安定化（もとは桿菌であるが、球菌様の形態や、著しい小

型化等を呈する）。 

 

共生進化した進化系列およびしなかった進化系列の大腸菌について、遺伝子発現を RNAseq 法によ

り網羅的に調べたところ、共生進化前後で遺伝子発現パターンが顕著に、しかも特定の傾向で変化して

いた。さらに、両進化系列の大腸菌について、各宿主世代由来の大腸菌の全ゲノム配列を次世代シー

ケンサーを用いて決定・比較することにより、共生進化に伴って出現したゲノム上の機能喪失突然変異

を網羅的に解析した。その結果、候補原因遺伝子として、体色選択進化系列 CmL05 ではアデニル酸シ

クラーゼ遺伝子（cyaA）が、成長速度選択進化系列 GmL07 では cAMP 受容体タンパク質遺伝子（crp）が

同定された。これらの遺伝子は、大腸菌その他の細菌類が、周囲にある炭素源（通常は主にグルコース）

の枯渇を検知して、他の炭素源（例えばガラクトース、マルトースなど）の利用のために遺伝子発現パタ

ーンを大きく切り替える「炭素カタボライト抑制」に関わる広域転写制御系の重要な構成要素である。 

これらの遺伝子が大腸菌共生進化の原因遺伝子であるかを確かめるために、野生型の大腸菌の

cyaA 遺伝子のみ、crp 遺伝子のみに同様の突然変異を導入した系統をそれぞれ作成した。するとコロニ

ーは小さく白色になり、細胞サイズの減少、べん毛運動性の喪失などが再現された。さらに、カメムシの

無菌幼虫に摂取させたところ、羽化率の向上、体サイズの増大、体色の緑化が再現された（図 6）。すな

わち、炭素カタボライト抑制が機能しなくなり、グルコース飢餓状態になっても代謝切り替えが起こらなく

なるような単一突然変異が生じることにより、大腸菌がカメムシの生存を支える必須共生細菌になること

が示された。 



 
  

  

 - 6 -

 

図 6 野生型大腸菌への突然変異導入による共生進化原因遺伝子の証明 

 宿主カメムシの無菌幼虫に摂取させたところ、高い羽化率、体サイズの増大、体色の緑化など、共生

進化大腸菌に感染させた宿主カメムシと同様の表現型が観察された。 

 

これらの結果より、大腸菌のゲノムにたった１つの突然変異が入るだけで、チャバネアオカメムシの共

生器官内に安定に保持され、生存および繁殖を支える必須共生細菌になりうることがわかった。従来、

宿主生物の生存に必須な相利共生細菌の進化は、そう簡単に起こるものではないと考えられていたが、

従来の常識を覆し、本研究成果は共生進化が潜在的に迅速かつ容易に起こりうることを示した。ありき

たりの細菌である大腸菌がこれほど簡単に相利共生細菌に進化しうるという発見は驚きである。一方で、

自然界では多種多様な昆虫類その他の生物が、さまざまな微生物と相利共生関係を結んでいる。微生

物との相利共生関係が普遍的かつ多様であるのは、共生進化の成立へのハードルが存外に高くないこ

とを反映しているからではないかと考えられる。従来の進化観に再考をうながし、インパクトを与える知

見である。大腸菌は最も研究が進んだモデル生物の１つであり、豊富かつ高度な生物学的情報、遺伝

学的リソース、分子生物学的技術が利用可能である。本研究で確立した昆虫―大腸菌実験共生進化系

を用いることにより、今後、共生進化の過程や機構に関する理解が飛躍的に進展することが期待される。 

 

■ 今後の予定 ■ 

炭素カタボライト抑制系が機能しなくなる突然変異により、なぜ大腸菌が共生細菌化しうるのか、その

具体的な機構は今後の研究課題である。例えば、今回同定した原因遺伝子の１つである crp 遺伝子の

産物は、cAMP と結合して広域転写制御因子として働き、数百の遺伝子の発現を増減させることにより、

代謝切り替えを引き起こす。それら多数の下流遺伝子のうち、どれが共生細菌化に関与するのか、大腸

菌の突然変異体ライブラリーをカメムシの無菌幼虫に摂取させてスクリーニングするなどの方法によって

探索を進める。 

大腸菌の共生細菌化に関わる遺伝子は他にもさまざまなものがあると予想される。私たちはすでに、

カメムシの羽化率を顕著に改善するが、コロニー形状の変化が見られないような共生進化大腸菌系統
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を複数取得しており、それらの機能解析を進めるとともに、より大規模に昆虫―大腸菌共生進化実験を

継続していく。 

大腸菌はもともとヒトやマウスなど哺乳類の腸内細菌である。近年は、無菌マウスに大腸菌を摂取さ

せて作成したノトバイオートマウスを用いた実験進化学的研究も盛んに行われている。すでに昆虫―大

腸菌実験共生進化系とマウス―大腸菌実験共生進化系を組み合わせた進化実験に着手しており、その

ようなアプローチから無脊椎動物と脊椎動物の間の腸内共生機構の相違点および共通点を追求してい

く予定である。 

 

■ 論文情報 ■ 

掲載誌：Nature Microbiology 

論文タイトル：Single mutation makes Escherichia coli an insect mutualist 

著者：Ryuichi Koga, Minoru Moriyama, Naoko Onodera-Tanifuji, Yoshiko Ishii, Hiroki Takai, Masaki 

Mizutani, Kohei Oguchi, Reiko Okura, Shingo Suzuki, Yasuhiro Goto, Tetsuya Hayashi, Masahide 

Seki, Yutaka Suzuki, Yudai Nishide, Takahiro Hosokawa, Yuichi Wakamoto, Chikara Furusawa, 

Takema Fukatsu 

DOI：10.1038/s41564-022-01179-9 
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国立研究開発法人 産業技術総合研究所 

生物プロセス研究部門 生物共生進化機構研究グループ 

主任研究員    森山 実   

 

国立研究開発法人 産業技術総合研究所 

生物プロセス研究部門 生物共生進化機構研究グループ 

首席研究員   深津 武馬   

 

国立大学法人 東京大学 大学院理学系研究科附属生物普遍性研究機構 

教授     古澤 力   

 

国立大学法人 東京大学 大学院総合文化研究科 

教授     若本 祐一   

 

 

【機関情報】 
国立研究開発法人 産業技術総合研究所 
理事長 石村 和彦 
UＲＬ：https://www.aist.go.jp/ 

［取材に関する窓口］ 
広報部 報道室 
TEL：029-862-6216  
E-mail：hodo-ml[at]aist.go.jp 

 
国立研究開発法人 科学技術振興機構 広報課 
〒102-8666 東京都千代田区四番町 5 番地 3 
TEL：03-5214-8404 FAX：03-5214-8432  
E-mail：jstkoho[at]jst.go.jp 

 
 

【JST 事業に関する窓口】 
国立研究開発法人 科学技術振興機構  
研究プロジェクト推進部  
ＩＣＴ／ライフイノベーショングループ 
今林 文枝 
〒102-0076 東京都千代田区五番町７ Ｋ’ｓ五番町 
TEL：03-3512-3528 FAX：03-3222-2068 
E-mail：eratowww[at]jst.go.jp 
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【用語の説明】 

◆共生 

複数種の生物が相互関係を持ちながら同所的に生きていること。文字通り「共に生きる」ことを指す。 

 

◆共生細菌 

宿主生物に共生している細菌のこと。存在部位は体表、腸内、体腔内、細胞内などさまざまであり、宿

主への影響も有益なものから寄生的なものまでいろいろある。 

 

◆チャバネアオカメムシ 

学名 Plautia stali。半翅目カメムシ科に属する。ごく普通に見られる緑色のカメムシで、日本全国に分

布する。さまざまな農作物を吸汁して害をあたえ、特にミカンなど果樹の重要害虫として知られる。 

 

◆大腸菌 

学名 Escherichia coli。環境細菌として、またヒトその他の哺乳類の腸内細菌として知られる。大部分

の大腸菌は人畜に無害であるが、中には O157 株のように強い病原性を示すものもある。分子生物学の

モデル微生物として長年にわたり広く使われてきたため、研究が大変に進んでいる。 

 

◆高速進化大腸菌 

突然変異蓄積率が高くなるように遺伝学的に操作を加えることにより、分子進化速度を加速した大腸

菌のこと。本研究では、DNA ミスマッチ修復酵素遺伝子 mutS を欠失させた mutS 系統の大腸菌を用い

た。突然変異率が 100 倍程度に上昇し、分子進化速度も 100 倍程度に加速する。 

 

◆広域転写制御系 

同一の調節遺伝子（＝転写因子）が多数の遺伝子群の発現や機能を制御している場合、そのような

調節遺伝子を広域転写（制御）因子、システム総体を広域転写制御系という。 

 

◆突然変異 

生物の遺伝情報の担体（多くの場合は遺伝子 DNA）に生じる変化のこと。塩基置換、挿入、欠失、逆

位、転座などさまざまなものがある。 

 

◆単一突然変異 

突然変異のうち、１塩基の置換、１カ所の挿入や欠失、１遺伝子の変化など、単一のイベントとして生

じたもの。 

 

◆必須共生細菌 

宿主の生物の成長、生存、繁殖などに必須な共生細菌。 

 

◆実験共生進化 

実験的に複数の生物を組み合わせて維持することによって起こりうる共生関係の進化。 
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◆昆虫―大腸菌実験共生進化系 

本研究では、チャバネアオカメムシという昆虫に高速進化大腸菌を感染させて飼育維持することによ

り、実験共生進化を起こさせる系の確立に成功した。 

 

◆相利共生 

共生関係のうち、相互作用する複数の生物のそれぞれが利益を得ているような関係。 

 

◆実験進化学 

実験室で進化を起こさせて、その過程を記載し解析することで、進化を理解しようという学問分野。進

化は一般に、ヒトの時間感覚からいうと相当な長時間をかけて進むため、世代時間が短く進化速度の高

い微生物を用いて実施する場合が多い。 

 

◆共生器官 

共生微生物を保有するために特殊化した宿主生物の器官のこと。カメムシの消化管後部には多数の

盲嚢が発達し、その内腔に共生細菌を保有する。アブラムシなどで細胞内共生細菌を収容する菌細胞

塊、ダイズなどで窒素固定細菌を保有する根粒などは共生器官の例である。 

 

◆腸内細菌科 Pantoea 属 

腸内細菌科（Enterobacteriaceae）は、ガンマプロテオバクテリアに属する細菌の分類群で、大腸菌な

ど多くの腸内細菌を含む。Pantoea（パントエア）属は腸内細菌科に属する細菌の分類群で、植物表面、

土壌など環境中に広く存在する。 

 

◆FISH 法 

蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（Fluorescence In Situ Hybridization）法の略称。生体内で特定の

物質に結合する性質のある「プローブ」を蛍光物質で標識し、それを生物の組織試料や細胞試料に添加

して結合させたうえで蛍光顕微鏡を用いて観察することにより、その物質の生体内における分布や局在

を可視化する技術である。 

 

◆DNA ミスマッチ修復遺伝子 mutS 

DNA ミスマッチ修復とは、DNA の複製や組換えに伴い生じる核酸塩基のミスマッチ（誤対合、塩基誤

挿入、欠失など）を修復する仕組みであり、大腸菌では mutS, mutL, mutH といった遺伝子の産物タンパ

ク質が DNA ミスマッチ修復を担うことが知られる。 

 

◆突然変異率 

生物の集団中に突然変異体が生じる確率、あるいは遺伝子 DNA 上に突然変異が生じる確率のこと。 

 

◆進化速度 

生物が進化する速さのこと。突然変異率が高くなると、比例して分子進化速度が上昇する。分子進化

が必ずしも表現型レベルの進化に反映するわけではないが、一般に分子進化速度が高くなれば、表現

型の進化速度も多少なりとも影響を受けて高くなる傾向があると予想される。 
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◆コンゴーレッド含有寒天培地 

コンゴーレッドは赤い染料であり、セルロースなどに対して強い親和性をもつ。コンゴーレッド含有寒天

培地で細菌を培養すると、多糖やアミロイドなどの細胞外基質に結合するため、コロニーが赤く染色され

る。 

 

◆細胞外基質 

細胞が産生して外部に分泌する不溶性物質のこと。細菌の場合にはバイオフィルムと呼ばれることも

多い。細菌種により多糖、DNA、タンパク質などさまざまな物質から構成される。 

 

◆べん毛運動性 

細菌類の多くはべん毛を使って遊泳運動をする能力をもつ。べん毛繊維はフラジェリンというタンパク

質が重合して伸びた構造であり、基部にあるモーター部分で回転することにより推進力を発揮する。 

 

◆RNAseq 法 

次世代シーケンサーを用いて、生物試料中で発現している遺伝子の転写産物を網羅的に塩基配列決

定することにより、各遺伝子の発現量、発現遺伝子のレパートリー、新規転写産物の同定などを行う解

析手法。 

 

◆次世代シーケンサー 

DNA の塩基配列を決定するための装置であり、1 回の解析で数千万～数十億塩基対におよぶ膨大

な塩基配列情報を得ることができる。 

 

◆機能喪失突然変異 

遺伝子の機能が失われるような突然変異のこと。当該遺伝子の産物ができなくなり、構造が変化する

ことにより、機能が失われる。 

 

◆アデニル酸シクラーゼ遺伝子（cyaA） 

ATP（アデノシン３リン酸）から cAMP（環状アデノシン１リン酸）を合成する酵素の遺伝子。cAMP は細

胞内情報伝達分子であり、しばしばアデニル酸シクラーゼによる cAMP の新生・供給が細胞内情報伝達

における重要なステップとなっている。 

 

◆cAMP 受容体タンパク質遺伝子（crp） 

大腸菌その他の細菌類で、cAMP と結合して活性化され、主にエネルギー代謝に関わる多数の遺伝

子の発現調節に関与するタンパク質の遺伝子。 

 

◆炭素カタボライト抑制 

大腸菌をはじめとする細菌類においてみられる広域転写制御系の１つであり、グルコースなどの代謝

されやすい炭素源があるときに、それを消費するまで代謝されにくい炭素源の分解系の遺伝子発現を抑

制する機構である。 
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◆ノトバイオートマウス 

特定の微生物(叢)のみが定着した状態のマウスのこと。無菌マウスに単独の微生物株や、特定の細

菌叢を経口接種することで作出する。 


