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緒　言

歯周病は,歯の支持組織に特異的な病原性細菌が感染することによって惹起

される疾患である.ヒトの歯垢(以下プラーク)を構成する微生物叢は多様で,

300種以上の異なる細菌が存在する(Kimura et al. 2002),歯周病の発症と進行

にはグラム陰性菌が深く関与し,それぞれ歯周疾患別に特異的な細菌の関与が

示唆されている(Zambon 1996,奥田1996),そのうち,歯周炎には10種か

ら15種の歯周病原性菌と考えられる細菌が関連している(Haffajee & Socransky

1994, van Winkelhoff et al. 1996)これらには　porphyromonas gingivalis,

Actinobacillus actinomycetemcomitans , Tannerella forsythensis ( Bacteroides

forsythus) , non-classified spirochetes, Prevotella intermedia , Campylobacter rectus,

Treponema denticola, Streptococcus intermedia, Prevotella nigrescensなどが含ま

れる(Haffajee　&　Socransky 1994, Darveau et al. 1997)　特に, A.

actinomycetemcomitans, P. gingivalis, Pr. intermedia (Moore et al. 1991)およびT.

denticola (Simonson et al. 1992)は進行性の歯周病羅患部位にしばしばみられる

と報告されている。

小児において,一般的にみられるのが歯肉炎であり,歯周炎は稀である(岩

本ら1986, Watanabe 1990),しかし,小児が口腔内に歯周病原性菌を曝有して

いる場合,これらの細菌が乳歯の脱落部位に残存し,混合歯列期の永久歯の歯

肉溝に生存し続ける可能性がある。口腔内に保有している細菌数自体は必ずし

も多くないかもしれないが,口腔内の歯周病原性菌を検出することにより,歯

周病原性菌のキャリアーもしくは青年期に歯周病が進行するリスクを予測する
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ことが可能になると考えられる(watatabe & Frommel 1993),しかし,それら

の細菌がいつから定着するのかは未だ明らかにされていない。従って,小児に

おいて歯周病の発症に関与する歯周病原性菌を検出することは歯周病の発症の

初期メカニズムを解明する上で非常に重要である。

本研究ではまず,小児の口腔内からプラークを採取する方法として歯ブラシ

法を開発し,その有効性を検討した。次に,歯ブラシ法で小児口腔から採取し

たプラークから歯周病原性菌の検出を行い,その検出率および歯周病との関連

性を検討した。
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第1章　歯ブラシによるプラーク採取法(歯ブラシ法)の有効性および妥当

性の検討

第1節　概要

小児における歯周病原性菌の定着を検討するためプラークを採取する必要

があるが,その方法として,キュレット法やペーパーポイント法が用いられ

てきた(Watanabe & Formmel 1993, Ashimoto et al. 1996, Conrads et al. 1996) ,

しかし,小児歯科臨床において低年齢の小児から歯肉線下プラークを採取す

る際にキュレットやペーパーポイントの様な先端が鋭利な器具を用いること

は恐怖や不安を惹起することがある。また,これらの器具を用いて多くの部

位から歯肉縁下プラークを採取することは時間がかかる。さらに,限られた

部位からでは重要な菌を採取し損じる可能性もある。そこで,著者は簡便で

容易に線下プラークを採取する方法として,歯ブラシによるプラーク採取法

(歯ブラシ法)の有効性と妥当性を検討することを試みたO
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第2節　被験児および方法

第1項　被験児

広島大学歯学部附属病院小児歯科診療室を受診した乳歯列期の小児10

名(4歳Oか月から6歳2か月,男児7名,女児3名)を被験児とした。

プラークサンプル採取の際には,保護者に研究の目的を十分に説明し,同

意を得た上で行った。

第2項　ペーパーポイントによる線下プラークの採取

録下プラークの採取は　Christerssonら(1992)の方法に準じて,滅菌

ペーパーポイント(#30, (秩)ジーシー,東京) 1本を各歯の近心頬側歯

肉溝に10秒挿入した　Linら(1994)の方法に従い,ペーパーポイント

は0.5 mlの1×PCR buffer(50 mM KCl, 10 mMTris-HCl (pH 9.0) , 0.1% Triton

X-100, 0.01% gelatin) , 0.05 mg/ml proteinase K, 20 mM dithiothreitolおよ

び1.8 〝M sodium dodecyl sulphate (SDS)を含む滅菌エツペンドルフチュ

ーブに入れた。その後,細菌壁を溶解するために37℃, 2時間インキュベ

-トし, proteinase Kを不活性化するために95℃, 5分間加熱した。サン

プルはgenomic DNAを抽出するまで-20℃で保存した。

第3項　歯ブラシによるプラーク採取

ペーパーポイントによるプラーク採取後,全萌出歯から滅菌歯ブラシ(タ

フト#17もしくは#20, (秩)オーラルケア,東京)を用いて各被験児の

担当医が1分間ブラッシングすることによりプラークを採取したO歯ブラ

-4-



シに付着したプラークは, 15mlの滅菌水を入れた滅菌遠沈管(BD

Biosciences Discovery Labware, billerica, MA, USA)中で数回懸濁した。サ

ンプルはgenomic DNAを抽出するまで-20℃で保存した。

第4項　標準株のgenomicDNAの調製

C. rectus ATCC33238, T. forsythensis IB. forsythus) ATCC43037を対照菌

株とし,両菌は5/`g/ml hemin, 0.3^g/ml menadione, 1 jug/ml vitamin K, 5%

緬羊脱線維血((秩)日本バイオテスト研究所,東京)添加非選択血液寒

天培地Tryptic soy agar (Difco, Detroit, MI, USA)上で,嫌気ボックス

(EAN-140, Tabai Spec. Co., ・大阪)内, 48-72時間, 37℃にて培養(5-10%

C02) 5-10%H2, 80-90%N7)を行った。

コロニーを　TE buffer (10　mM Tris-HCl (pH　7.5), 1 mM

ethylenediaminetetraacetic acid)に懸濁し1,600×g, 20分間遠心したo上

清を捨て,各々の細胞はDNAを抽出するまで-20℃で保存した。

DNAの抽出はミニプレップ法(Wilson 1990)を用いて行った。まず,

沈渡をTEbufferで2回洗浄し,その後561[AのTEbufferで再懸濁した0

30p¥の10%SDSと3/ulの20mg/mlproteinaseKを加え, 37℃, 1時間イン

キュべ-トしたO次に, 100//1の5MNaClおよび80/dのCTAB/NaCl (10%

hexadecyltrimethyl ammonium bromide / 5 M NaCl)溶液を加え, 65℃, 10

分間インキュベ-トした。溶解した細胞は700 p¥のchlorofonn/isoamyl

alcohol (24:1)で抽出した後,同量のphenol/chloroform/isoamyl alcohol

(25:24:1)で再抽出した。抽出したDNAを室温で0・6倍量のisopropanol
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中に沈殿させたo沈殿したDNAを30 julのTE bufferに懸濁した　RNase

を加え(Smith et al. 1989), 37℃, 5分間インキュベ-ト後, -20℃で保存

した。

第5項　歯ブラシによるプラークサンプルからのgenomicDNAの調製

プラークサンプルは1,600×g, 20分間遠心し,上清を捨て,細胞はDNA

を抽出するまで-20℃で保存した。 DNAの抽出は前項と同様の方法で行っ

た。抽出されたgenomicDNAを-20℃で保存した。

第6項　Polymerase chain reaction (PCR) primerの設定

PCRに際しては, Ashimotoら(1996)が設計したC. rectusおよび　T.

forsythensisに対するprimerを選択した。得られたプラークサンプルが細

菌のDNAを含んでいることを確認するため,細菌の　eubacterial 16S

ribosomal DNA (rDNA)をターゲットとしてGoncharoffら(1993)が設計

したprimerを用いた。 primerは,菌種特異的アミノ酸配列である16SrDNA

をターゲットとした。

全てのprimerはAmersham Biosciences Corp. (Piscataway, NJ, USA)製を

使用した(表1)0

第7項　pcR法およびpcR産物の検出

表1にpcR増幅条件を示す。

PCR反応は鋳型として, lOOngのgenomic DNA, 1×PCR buffer(50 mM KCl,
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1.5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl (pH 9.0)), 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM

deoxyribonucleotide mixture (Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ,

USA) ,各primer 100 pmolおよび2 unitのTaq DNApolymerase (Amersham

Biosciences Corp., Piscataway, NJ, USA)を含む50 julのreaction mixtureによ

り行った。非特異的増幅の防止および初期の変性温度に達するまでの間に

伸長反応が生じるのを防ぐために　hot start　法を用いた。各菌種と

eubacterial 16S rDNAのPCR増幅はそれぞれAshimotoら(1996)および

Goncharoffら(1993)の増幅条件に準じて,サーマルサイクラ- (program

temp control system PC-700, ASTEC Co. Ltd.,福岡)を用いて行った。増幅

後, 15/JlのPCR増幅産物は1.2%アガロースゲル上で電気泳動を行った。

エチジウムブロマイド染色後,紫外線下(302nm)にて観察し,写真撮影

を行った。

図1にプラーク採取からDNA増幅までの流れを示す。

第8項　統計処理

歯周病原性菌を保有している被験児から,ペーパーポイント法にて菌を

検出する際に,少なくとも1部位以上で陽性となるために必要なサンプル

採取部位数を求めた。以下にその確率を表す式を示す。

p=l- (陰性の部位数/総部位数)n

Pは確率を示し, nは必要な部位数を示す。 95%の確率で陽性を得るた

めに必要な部位数はp=0.95の時のnとなる。
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表1 pCRprimerおよびpCR condition

Primer sets (5r-3'　　　　　　　　　　　　　　　　　　Size* (bp)　Condition of PCR reference

Ca咽,lobacter rectus
TIT CGG AGC GTAAAC TCC TIT TC

TIT CTG CAA GCA GACACT CTT

Tannerella forsythensis

GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA

TGC TTC AGT GTC AGT TAT ACC T

641

95℃ for 30sec

60℃ for lmin

72℃ for lmin

Ashimoto et al. 1996

Ashimoto et al. 1996

Eubactenal 16S nbosomal DNA

CAG GATTAG ATA CCC TGG TAG TCC ACG C

GAC GGG CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG

625　　　　95℃ for 30sec

55℃ for 30sec

72℃ for 30sec

Goncharoff et al. 1993

pCR増幅によって予想されるフラグメントの大きさ

ペーパーポイント法

歯ブラシ法

^^l l&V

細菌

打撃■感p;　　pI日

加喝も酵爵　鞄か冊

2q i癖荊鞄…;≡;i幽

!S^:;s;キS? "

図1プラーク採取からDNA増幅までの流れ
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第・3節　結　果

第1項　ペーパーポイント法による検出部位数

ペーパーポイント法では, 10名中9名は20部位全て細菌のDNAを含

んでいたが, 1名は20部位中18部位で陽性で, 2部位は陰性であった。

歯ブラシ法によるプラークサンプルは全て細菌のDNAを含んでいた。

歯ブラシ法によるプラーク採取において　C. rectusおよびT. forsythensis

は全てのサンプルで検出された(表2)0

一方,ペーパーポイント法では,細菌のDNAが検出されなかった部位

を除き　C. rectusは20部位中平均17.6±2.4 (12-20)部位　T.forsyihensis

は平均9.3±5.0 (1-19)部位で検出された(表2)0

第2項　必要サンプル数の検討

歯周病原性菌を保有している被験児からペーパーポイント法にて菌を検

出するのに最低限必要なサンプル採取部位数を求めた。

95%の確率で目的とする細菌のDNAを検出するためには　C. rectusは

1.7±0.8部位, T. forsythensisは6.4±4.9部位からのサンプル採取が必要で

あった。また　99%の確率で細菌のDNAを検出するためには　C. rectus

は2.3±1.1部位, T. forsythensisは8.0±5.1部位必要であった(義.3),さ

らに,歯ブラシ法において目的とする細菌が検出されなかった被験児から

はペーパーポイント法においても検出されなかった。

ペーパーポイント法で陽性となった部位は前歯,犬歯および白歯でC

rectusはそれぞれ91.0%, 87.5%および88.8%であり　T.forsyihensisはそれ
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ぞれ34.6%, 67.5%および48.8%であった。

なお,歯肉録下プラークの採取に要した時間は1名当たり歯ブラシ法で

は平均1分であり,ペーパーポイント法では平均10分であった。
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表2　歯ブラシ法およびペーパーポイント法における細菌の検出数

Toothbrush s ampl

Number of

subi ects

Number of

positiv e

subjects

Paper point sampling

Sampling sites

per占ubject

Positive sampling s ites

Mean SD Min Max

C. rectus 10 10

T. forサthensis 1 0 1 0

20　　　　1 7.6　　　2.4　　12　　20

20　　　　　　93　　　5.0　　　　　　　19

SD: standard deviation

表3　ペーパーポイント法における95%または99%の確率で細菌を検出するために

必要なサンプル数

Number of samples at

95 % con五dence

Number of samples at

99 % con丘dence

Mean SD Min Max Mean SD Mm Max

C. rectus 1.7　　　0.8　　　1　3　　　　　　23　　　1.1

T.for野thensis　6.4　　　4.9　　1 19　　　　　8.0　　　5.1　　2　20

SD: standard deviation

p=H陰性の部位数/総部位数)n　により求めた。 (nは必要な部位数)
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第4節　考　察

歯肉線下プラークを採取する際,従来キュレット法やペーパーポイント法

が用いられてきた(watanabe & Formmel 1993, Ashimoto et al. 1996, Conrads et

al. 1996),しかし,用いられるペーパーポイントの数は報告によって様々で

ある　Alaluusua & Asikainen (1988)はA. actinomycetemcomitansの検出を試

みる際に1部位以上のポケットからの採取が必要と述べており, Van der

Weijdenら(1994), Conradsら(1996)およびMeurmanら(1997)は1部位

から4部位のプラークを採取している。また, Christerssonら(1992), Preus

ら(1994), Nakagawaら(1996)およびDibartら(1998)は全萌出歯からサ

ンプルを採取している。さらに, Aassら(1994)は近心ポケットからサンプ

ルを採取している。

本研究において,ペーパーポイント法では, 10名中9名は20部位全てに

おいて細菌のDNAを認めたが, 1名においては20部位中2部位で陰性であ

った。一方,歯ブラシ法では全てのサンプルは細菌のDNAを含んでいた。

ペーパーポイント法を用いて95%以上の確率で目的とする歯周病原性菌を

検出するためには　C. rectusは20部位中平均2部位以上T.forsythensisは7

部位以上から採取する必要があった。歯ブラシ法では両菌ともに検出するこ

とができた。さらに, T. forsythensisにおいては個人差が大きく(20.部位中

1部位から19部位で陽性),採取するサンプル数によっては偽陰性と判定し

てしまう可能性がある　Chenら(1997)は3部位からサンプルを採取した

場合, 4歳以下の小児から, T. forsythensis ¥ま検出されなかったと報告してい

る。また, Christerssonら(1992)は成人の歯周病患者から歯周病原性菌を検
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出するために6部位以上無作為にサンプルを採取する必要があると述べてい

る。さらに,感染した歯肉線下部位の割合はそれぞれの細菌で異なり,サン

プル部位数は細菌の感染の広がりに基づいて採取すべきであると述べている。

本研究において, 4歳から6歳の小児においてC. rectusが20部位中12部

位から20部位検出された　Ashimotoら(1996)はC. rectusは歯周病の進行

に関与する内因性の細菌と考えられると述べている。一方, Mooreら(1991)

は　C. rectusは進行性の歯周病部位にしばしば存在すると報告している。本

研究の結果では　C. rectusは口腔内に広範囲に分布していることが示唆され

た.一方　T.forsythensisは1部位から19部位の範囲で陽性となり　C. rectus

と比較し, T. forsythensisはより多くの部位から歯肉縁下プラークを採取する

必要があるといえる。 Tannerら(1989)およびGersdorfら(1993)は, T.

forsythensisは進行性の歯周炎部位から検出されたと報告している。一方,歯

肉線上および健康歯肉部位から検出されたとの報告もある(Gm屯T &

Guggenheim 1994) Ximenez-Fyvieら(2000a)はチェッカーボードDNA-DNA

ハイプリグイゼ-ション法を用いて,健康な歯肉を有する成人の線上および

線下プラークからC. rectusはそれぞれ17%および10%検出されT. forsythensis

はそれぞれ5%および12%検出されたと報告している。歯周病原性菌を正確

に検出するために必要なサンプル数を決めるためには,さらなる研究結果か

ら比較検討する必要がある。

歯ブラシ法は,線上プラークおよび線下プラークともに採取している。こ

れまで,多くの研究は線下プラークに焦点を当てたものであった(Haffajeeet

al. 1994, Zambon 1996),しかし,最近,線上プラークが縁下プラークのリ
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ザ-バーとなるとの報告がある(Ximenez-Fyvie et al. 2000a, b),そのため,

小児の口腔内における歯周病展性菌の定着を検討するためには,線上および

線下プラークともにできるだけ多くの部位から採取する必要がある。

部位別による各菌の検出率について検討したところ　C. rectusにおいて陽

性となったサンプル部位による差はみられなかった　T. forsythensisにおいて

は乳前歯および乳臼歯と比較し乳犬歯より多く検出されたが,有意差は認め

られなかった。

緑下プラークの採取に要した時間は,歯ブラシ法では平均1分であったが,

ペーパーポイント法では平均10分を要し,歯ブラシ法はペーパーポイント

法と比較して,短時間でプラークを採取することが可能であった。さらに,

実際に被験児から歯肉線下プラークを採取する際,ペーパーポイント法に比

べ歯ブラシ法の方が,被験児の協力が得られやすいと推察された。

従って,小児口腔内から歯周病原性菌の定着をスクリーニングする方法と

して歯ブラシ法は有効かつ簡便であることが示された。
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第2章　歯周病原性菌の検出と歯周病との関連性

第1節　概要

歯周病原性菌といわれる, A. actinomycetemcomitansおよびp. gingivalisは,

限局性若年性歯周炎および成人性歯周炎患者の歯周組織に存在していると報

告されている(Newman et al. 1982, Christersson et al. 1987, Saglie et al. 1988) ,

さらに, Capnocytophaga属およびA. actinomycetemcomitansは,しばしば前

思春期性歯周炎の患児から検出されると報告されている(Sweeney et al. 1987,

Watanabe 1990, Ram & Bimstein 1994),一方, wojcickiら(1987)は前思春

期の小児からはp. gingivalisが検出されなかったと報告している。また, T.

forsythensisやpr. nigrescensは健康な歯肉溝からも検出されており(Lai et al.

1987, Gm凸r et al. 1989, Gm丘r & Guggenheim 1994), Dahlenら(1992)は,

アタッチメントロスの認められない下顎第一大臼歯と犬歯の歯肉溝から　C

γectusが検出されたと報告している。従って,歯周病原性菌が歯周病篠患部

位以外からも検出されており,小児における歯周病原性菌と歯周病との関連

は十分には明らかにされていない。

また, Socranskyら(1979)による細菌の生理学的特徴に基づいた比較お

よびWilliams　& Hammond (1979)によるDNAホモロジーの研究に基づい

てLeadbetterら(1979)はCapnocytophaga属をC. ochracea, C. sputigenaお

よびC.gingivalisの3菌種に分類した。 Conradsら(1996)は,多くの研究に

おいてC. ochracea, C. sputigenaおよびC. gingivalisの区別がなされていない

と指摘している。従って,小児において, Capnocytophaga属のそれぞれの菌

種における検出について十分に調査・研究されているとは言えない。
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そこで,小児口腔から採取したプラークについて種々の歯周病原性菌の検

出を行い,その検出率および歯周病との関連性を検討した。
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第2節　被験児および方法

第1項　被験児

被験児は,広島大学歯学部附属病院小児歯科診療室を受診した小児122

名で,対象年齢は2歳から12歳であった。保護者に研究の目的を十分に

説明し,同意を得てから研究を開始した。

第2項　臨床的検査

歯周組織の臨床所見は, Loe & Silness (1963)のgingival index (Gl)を

用いた。アタッチメントロスはプローブ(PCP-ll, Hu-Friedy Co. Ltd.,

Chicago, IL, USA)を用いて測定した。 Ⅹ線写真は, Ⅹ線写真フイルム

(Kodak, DF-57, 53, Rochester, NY, USA)を用い二等分法で撮影した。

第3項　被験児の分類

細菌の検出率を歯周組織の臨床所見別に検討するため,被験児を以下の

3つに分類した。 GIの評価基準に従い,全ての歯において臨床的に歯肉

(頬側,舌側,近心,遠心の各4部位)に炎症およびブラッシング時に出

血が認められず,かつⅩ線写真上で歯槽骨吸収像が認められない者を健康

歯肉群, 1歯以上に軽度から中等度の炎症(GI=1もしくは2)が認めら

れるが, Ⅹ線写真上では歯槽骨吸収像が認められない者を歯肉炎群および

アタッチメントロスを3mm以上有する被験歯が少なくとも1歯以上認め

られⅩ線写真上で歯槽骨吸収像が認められる者を歯周炎群としたO
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第4項　プラーク採取

プラーク採取の方法は,第1章に記載した方法と同じ歯ブラシ法を用い

た。

第5項　標準株のgenomicDNAの調製

A. actinomycetemcomitans ATCC29522, P. gingivalis ATCC33277 , Pr.

intermedia ATCC25611, Pr. nigrescens ATCC33563, T. forsythensis ATCC43037,

T. denticola ATCC33521, C. rectusATCC33238, C. sputigena ATCC33612, C

ochracea ATCC27872およびC. gingivalis ATCC33624を対照標準株として

用いた。

A. actinomycetemcomitansは, Brain Heart Infusion培地(Difco, Detroit, MI,

USA)上で　5% CO2, 10% H2, 85% N02を含むgas-pakjar system (BBL,

Cockeysville, Md, USA)を用いて, 37℃, 48-72時間で培養した。

P. gingivalis, Pr. intermediaおよびpr. nigrescensは5 jug/miのheminと1

/"g/mlのvitamin K添加のTodd-Hewitt培地(BBL, Cockeysville, Md, USA)

で培養した。

T. forsythensis, T. denticola, C. rectus, C. sputigena, C. ochraceaおよび

C. gingivalisは5 /jg/mlのhemin, 03jug/m¥のmenadione, 1 /ig/mlのvitamin

K, 5%緬羊脱線維血((樵)日本バイオテスト研究所,東京)添加非選択

血液寒天培地Tryptic soy agar (Difco, Detroit, MI, USA)上で培養した。

A. actinomycetemcomitansを除く全ての薗株は,嫌気ボックス(EAN-140,

Tabai Spec. Co.,大阪)内で48-72時間, 37℃にて培養(5-10% CO2サ
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5-10% H2, 80-90% N2)を行った。 genomic DNAの抽出は第1章,第

2節,第4項に準じた。

第6項　プラークサンプルからのgenomicDNAの調製

プラークサンプルからgenomicDNAを抽出する方法は第1章,第2節,

第5項に準じて行った。

回収されたDNA量はSambrookら(1989)の方法に準じ,紫外・可視

分光光度計(Ultrospec 2000, Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ,

USA)にて126。を測定することにより求めた。

第7項　PCRprimerの設定

PCRに際して本研究で用いたprimerを表4に示す。

全てのprimerはAmersham Biosciences Corp. (Piscataway, NJ, USA)製を

用いた。

第8項　pcR法およびpcR産物の検出

PCR反応は,鋳型とし50-100 ngのgenomic DNA, 1×PCR buffer(50 mM

KCl, 1.5 mM MgCl2, 10 mMTris-HCl (pH 9.0)) , 1.0-1.5 mM MgCl2, 0.2mM

deoxyribonucleotide mixture (Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ,

USA) ,各primer lOOpmolおよび2unitのTaqDNApolymerase (Amersham

Biosciences Corp., Piscataway, NJ, USA)を含む50 !Jlのreaction mixtureによ

り行った。なお,反応は"hot start　法を用いた　PCR増幅に用いた条件
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はA. actinomycetemcomitans, P. gingiValis, T. denticola, T. forsythensis, Pr.

intermedia, Pr. nigrescensおよびC. rectusはAshimotoら(1996)によって

報告されたものを　C. sputigena, C. ochraceaおよびC. gingivalisはConrads

ら(1996)によって報告されたものを, eubacterial 16S rDNAはGoncharoff

ら(1993)によって報告されたものを用い,サーマルサイクラ- (program

temp controlsystemPC-700, (秩)アステック,福岡)で表4に表記した条

件で増幅した。増幅後, 15 !11のPCR増幅産物は1.2%アガロースゲル上

で電気泳動を行った。エチジウムブロマイド染色後,紫外線(302nm)下

にて観察し,写真撮影を行った。

第9項　統計処理

健康歯肉群,歯肉炎群および歯周炎群間の検出率の統計学的処理はx 2

検定および健康歯肉群に対するOdds ratioを用いた。年齢別による検出率

の統計学的処理は直線回帰分析を用いた。
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表4　PCR primerおよびPCR condition

Prher sets (5 '-3')　　　　　　　　　　　　　　　　Size* (bp)　Cond軸n of PCR reference

ActinobaciUus a cuno J呼cetemcond加U

AAA CCCATCTCTGAG TTC TTC TTC

ATG CCA ACT TGA CGT TAAAT

丹evoteua加加計med由

TTT CTT GGG GAG TAA AGC GGG

TCAACATCT CTG TAT CCTGCG T

丹evoteua rtigrescens

ATG AAACAA AGGTTT TCC GGT AAG

CCCACG TCT CTG TGG GCT GCG A

575　　　94℃ for 30sec

55℃ for lmin

72℃ for zmin

804

Ashimoto etal. 1996

Ashimoto et al. 1996

AsMmoto et al. 1996

Porp妙ronのaS g由a valb

AGG CAG CTT GCCATA CTG CG

ACTGTT AGCAACTAC CGA TGT

Tr甲on ema dentkohl

TAA TAC CGA ATG TGC TCATTT ACAT

TCAAAG AAG CAT TCC CTC TTC TTCTTA

Tann ereua舟rsyih ens is

GCGTAT GTA ACCTGC CCGCA

TGCTTCAGT GTCACT TAT ACC T

Ca ns?メobacter rec加

TTT CGG AGC GTA AACTCC TTT TC

TTT CTG CAA GCAGAC ACT CTT

316

641

95℃ for 30sec

60℃ for lmin

72℃ for lmin

3 6 cycles

Ashimoto etal. 1996

Ashimoto etal. 1996

Ashimoto etal. 1996

Asbimoto etal. 1996

Camαy叫魂aga甲utigena

AGA GTTTGA TCCTGG CTCAG

GAT GCC GCT CCTATA TAC CAT TAGG

Capnαγゆaga αhracea

AGA GTTTGA TCCTGG CTCAG

GAT GCC GTC CCTATA TAC TAT GGG G

185

94℃ for lmin

55℃ for lmin

1 85　　　　72℃ for 2.5min

30 cycles

Conrads et al. 1996

Conrads et a. 1996

Capのtopkaga gingかa Us

AGA GTTTGA TCCTGG CTCAG

GGA CGCATG CCC ATC TTTCAC CAC CGC

227　　　94℃ for lmin

70℃ for lmin

72℃ for 2.5mm

30 cycles

Conrads et a]. 1996

Eubactena] 16S nbosomal DNA　　　　　　　　　　　　　625　　　95℃ for 30sec

CAG GAT TAG ATAeCC TGGTAG TCCACG C　　　　　　　　　　55℃ for 30sec

GAC GGG CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG　　　　　　　　72℃ for 30sec

Goncharoff et al. 1 993

PCR増幅によって予想されるフラグメントの大きさ
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第3節　結　果

第1項　年齢別の歯周組織の臨床所見

被験児の歯周組織の臨床所見を年齢別に比較した。年齢別歯周組織の臨

床所見分布を図2に示す。健康歯肉群は,年齢の増加とともに減少した。

また,歯周炎群はほとんどの年齢で認められた。

第2項　歯周組織の臨床所見別検出率

回収された細菌のDNA量は健康歯肉群,歯肉炎群および歯周炎群でそ

れぞれ1人平均15.6±11.4!`g, 20.2±12.3!Jgおよび19.3±12.1!`gであっ

た。これはpcRを行うのに十分な量のDNAであったo　また,菌種特異的

アミノ酸配列である16S rDNAをターゲットとしたprimerを用いたDNA

解析により,全てのサンプルは細菌のDNAを含んでいた。

A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, Pr. intermedia, Pr. nigrescens, T.

forsythensis, T. denticola, C. sputigena, C. ochraceaおよびC. gingiValisの

歯周組織の臨床所見別の検出率を図3に,各菌における健康歯肉群に対す

るOddsratioおよび各群間のx2検定を表5に示す。

健康歯肉群,歯肉炎群および歯周炎群における検出率はそれぞれA

actinomycetemcomitansは4.0%, 8.2%および16.7%, P. gingivalisは.4.0%,

8.2%および25.0%, Pr. intermediaは0.0%, 5.9%および25.0%であった。

これらの菌は健康歯肉群および歯肉炎群よりも歯周炎群から多く検出され

た。健康歯肉群に対して歯周炎群のOdds ratioはA. actinomycetemcomitans

では4.80であり, p. gingivalisでは8.00であった　pr. intermediaは,健
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康歯肉群に対して歯周炎群のOdds ratioは5倍より高く, x2検定におい

て5%の危険率で有意差を認めた。健康歯肉群,歯肉炎群および歯周炎群

でそれぞれT. denticolaは0.0%, 17.6%および16.7%の検出率であったo T.

denticolaは健康歯肉群に対して歯肉炎群および歯周炎群のOdds ratioは5

倍より高かった。また,これらの菌においていずれの対象群においても25%

以下の検出率であった。さらに, pr. intermediaおよびT. denticolaは健康

歯肉群では全く検出されなかった。

健康歯肉群,歯肉炎群および歯周炎群における検出率はそれぞれpr.

nigrescensは48.0%, 80.0%および50.0%,また, T. forsythensisは36.0%,

63.5%および58.3%であった　pr. nigrescensは健康歯肉群および歯周炎群

と比較し,歯肉炎群で有意に多く検出されCp<0.01), Odds ratioは4.67

であった。同様に　T. forsythensisも,歯肉炎群で有意に多く検出され

Cp<0.05), Oddsratioは3.10であった。

Capnocytophaga属の検出率は,健康歯肉群,歯肉炎群および歯周炎群

でそれぞれC. sputigenaは48.0%, 36.5%および25.0%, C. ochraceaは100%,

89.4%および50.0%, C. gingiValisは96.0%, 84.7%および75.0%であった。

また, Capnocytophaga属全体では歯肉炎群および歯周炎群と比較して健

康歯肉群に多く検出され　特にC. ochraceaの健康歯肉群における検出率

は100%で0.1%の危険率で有意差を認めたC. ochraceaは歯周炎群のOdds

ratioは0.04未満,また　C. gingiValisは,歯周炎群のOddsratioは0.13で,

健康歯肉群に高い割合で検出された。図には示していないが　C. rectusは

健康歯肉群,歯肉炎群および歯周炎群すべての被験児より検出された。
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第3項　年齢別検出率

図4に各菌の年齢別検出率を示すA. actinomycetemcomitans, P. gingivalis,

pr. intermediaおよびT. denticolaはいずれの年齢においても低い検出率で

あった　C. ochraceaおよびC. gingiValisは,いずれの年齢においても高い

割合で検出された　C. sputigenaは年齢によって検出率に差があるものの,

中程度の割合で検出されたoまたpr. nigrescensおよびT.forsythensisは,

年齢の増加とともに検出率が増加し,年齢依存的であった。その回帰直線

係数は,それぞれ7.72 (P<0.001)および7.20 (P<0.001)であった.さら

に　C. rectusは全ての対象年齢で100%検出された。
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図2　年齢別による健康歯肉群,歯肉炎群および歯周炎群の分布
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表5　歯周状態間のOddsratioおよびx2検定

Odds ratio

h ealthy g ing ivitis p erio do ntitis

A. actinomycetemcomitans

P. gingivalis

Pr. intermedia

T. dentiのIa

Pr. mgrescens

T. for,甲thensis

C. sputigena

C. ochracea

C. gingiva lis

C. rectus

2.15

2.15

156<

5.36<

4.67

i^^^M K

O.62

<034

0.21

NA NA

4.80　　　　　　1.73

8.00　　　　　　　457

5.00<　　　　　　8.48*

5.0(k　　　　　　　ユ0

1.08　　　　　13.35"

2.49　　　　　　　6.00*

0.36　　　　　　　2.01

<0.04　　　　　19.56"

0.13　　　　　　350

NA NA

Odds ratioは健康歯肉群を基準とした。

NA: not available, statistical significance, * : P<0.05; * *: p<0.01; *** : P<0.001
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第4節　考　察

本章では,歯周病原性菌とされる細菌10種の検出を行い,それぞれの細

菌における歯周組織の臨床所見別および年齢別の検出率の比較を行った。

1. A. actinomycetemcomitans

A. actinomycetemcomitansは,しばしば前思春期性歯周炎の患児から検出さ

れると報告されている(Sweeney etal. 1987, Watanabe 1990, Ram etal. 1994),

また,垂直性骨吸収を引き起こすことも報告されており(VanderWeijdenetal.

1994),歯周病との関連が強い菌の一つとして挙げられている。

これまでに, Ashimotoら(1996)は, PCR法によって歯肉炎を有する小

児の14%からA. actinomycetemcomitansを検出しており, Delaney & Kornman

(1987)は,培養法において前思春期性歯周炎の小児の9名中5名からA.

actinomycetemcomitansが検出されたと報告している。本研究において, A.

actinomycetemcomitansが歯肉炎群では85名中7名(8.2%)から検出され

歯周炎群では12名中2名(16.7%)から検出された。これまでの報告と比較

して,本研究の検出率は低いものであったが, A. actinomycetemcomitansにお

いて健康歯肉群に対して歯周炎群の　Odds ratioは4.80であり, A.

actinomycetemcomitansは歯周炎と強く関連していることが示された。 ・また,

培養法を用いて,乳歯列を有する5歳から7歳の小児では,55名中7名(13%)

からA. actinomycetemcomitansが検出され(Alaluusua & Asikainen l988, Frisken

et al. 1987), 2歳5か月未満の小児からはA. actinomycetemcomitansが検出さ

れていない(Frisken etal. 1990),結果には示していないが,本研究において
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A. actinomycetemcomitansが検出された最少年齢は3歳5か月であった。一方,

Conradsら(1996)は3歳から10歳の小児においてPCR法を用いた研究で,

1名当たり4部位から採取した場合,健康歯肉からA. actinomycetemcomitans

は検出されなかったと報告している。本研究の結果およびこれまでの報告よ

り,健康歯肉を有する小児からA. actinomycetemcomitansは稀にしか検出され

ないことが明らかとなった。

2. P. gingivalis

p. gingivalisは健康歯肉および歯肉炎部位からの検出頻度は低いが,歯周

炎部位での菌数は増加すると報告されており(Haffajee et al. 1994),歯周病

との関連が強い菌の一つとして挙げられている　Ashimotoら(1996)はpCR

法によって2歳から11歳の歯肉炎に篠患した小児からp. gingivalisが14%検

出されたと報告している　Sweeneyら(1987)は培養法を用いて, 5歳10か

月から10歳9か月の小児のうちⅩ線写真にて骨の喪失の認められる歯周炎

の小児9名中2名からp. gingivalisが検出されたと報告している。また, Mishkin

ら(1986)は7歳の前思春期性歯周炎に羅患した小児の歯周炎部位からp.

gingivalisが23%認められたと報告している。本研究において,歯肉炎群で

はP.gingivalisが85名中7名(8.2%)から検出されたoまた,歯周炎群では

p. gingivalisは12名中3名(25.0%)から検出されており,本研究の結果は

これまでの報告と類似していた。さらに,本研究において歯周炎群におけ

るp. gingivalisのOdds ratioは8.00であり,歯周炎と強く関連していること

が示された。一方, Conradsら(1996)は, PCR法により3歳から10歳の健

康歯肉を有する小児からはP. gingivalisは検出されなかったと報告している。
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また,培養法にて,前思春期に健康歯肉を有する小児のプラークからp.

gingivalisは稀にしか検出されないと報告されている(Wojcicki et al. 1987,

Frisken et al. 1987),同様にPetitら(1994)は,培養法ではp. gingivalisが乳

歯列期の健康歯肉から49名中1名のみ検出されたと報告している。本研究

においてもp. gingivalisは乳歯列期の健康歯肉群では検出されず,混合歯列

期の健康歯肉群では9歳11か月の小児から1名のみ検出された。本研究の

結果およびこれまでの報告よりA. actinomycetemcomitans同様p. gingivalisも

健康歯肉を有する小児から稀にしか検出されないことが示された。

最近, p. gingivalisのP〝由のtypeが歯周病原性に関与するということが報

告されている　Amanoら(2000a)は, p. gingivalisfi〝dについてtype Iおよ

びtype Vは健康歯肉の成人に多く認められるが　type IIおよびtype IVは歯

周炎で主に認められたと報告しているO　このことより, fimA genotypeはp.

gingivalisの病原性と関連した因子である可能性が考えられ　健康歯肉で検出

されるp. gingivalisは,病原性が低い可能性が考えられる.

3. Pr. intermediaおよびpr. nigrescens

これまでの培養法を用いた研究で　Delaney & Kornman (1987)は, pr.

intermediaは3歳3か月から11歳11か月の小児9名中6名から検出された

と報告している。また, Friskenら(1990)は培養法を用いて生後1か月の小

児からpr. intermediaを検出しており,小児から高頻度に検出される菌であ

ると報告している。これに対し, Ashimotoら(1996)はPCR法によって2

歳から11歳の歯肉炎の小児からpr, intermediaを18%検出しており, Chenら

(1997)はpCR法を用いて2歳から10歳の小児からpr. intermediaが18%
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検出されたと報告している。本研究も同様の傾向を示した。さらに, Conrads

ら(1996)は3歳から10歳の小児においてPCR法を用いた場合,健康歯肉

からはpr. intermediaは検出されなかったと報告している。本研究において

ち,乳歯列の健康歯肉群および歯肉炎群においてPr. intermediaは検出され

なかった。さらに,本菌は混合歯列期の健康歯肉群からも検出されなかった。

一方,歯周炎群において12名中3名(25.0%)からpr. intermediaが検出さ

れ　健康歯肉群に対し5%の危険率で有意に高かった。また　Odds ratioは5

倍より大きかった。このことより, pr. intermediaは歯周炎と強く関連してい

ることが示唆された。

Shah & Gharbia (1992)の報告では, pr. intermediaはDNAのhomologyに

よる研究によってPr. intermediaおよびpr. nigrescensに区別されるようにな

った。近年では, Mattoら(1996)が,健康歯肉を有する成人および初期の

歯周病患者からはPr. nigrescensのみを検出し,進行した歯周炎患者からはPr.

intermediaおよびpr. nigrescensの両菌を検出したと報告している　Pr.

intermediaが小児から高頻度に検出されたという報告は,健康歯肉から高頻

度に検出されるpr. nigrescensがpr. intermediaとして同定されたために生じ

たと推察される。

本研究において,歯肉炎群では85名中68名(80.0%)からpr. nigrescens

が検出され1%の危険率で有意差を認めたo　これは　pr. nigrescensが歯肉

炎と関連していることを示唆している　Ashimotoら(1996)はpCR法を用

いて2歳から11歳の歯肉炎の小児からPr. nigrescensが22%検出されたと報

告しているO　この報告と比較して本研究の結果は高い検出率であったo一方,
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Conradsら(1996)はpCR法を用いて健康歯肉を有する幼児および学童から

pr. nigrescensがそれぞれ29%および75%検出されたと報告しているo　また,

Chenら(1997)はPCR法によって2歳から10歳の小児からpr. nig,γescens

は41%検出されたと報告していた。本研究の結果においてPr. nigrescensは

健康歯肉群で25名中12名(48.0%)検出されており,これまでの報告と類

似していた　pr. nigrescensが検出された最少年齢は2歳1か月であり,その

後pr. nigrescensの検出率は年齢の増加とともに増加した(回帰直線係数7.72,

p<0.001),これは,増齢とともに細菌に接触する機会が増加するためと考え

られる。このことより　Pr. nigrescensの検出率は年齢依存的であることが示

唆された。

4. T. denticola

Chenら(1997)はpCR法を用いて, 2歳から11歳の小児からT. denticola

が27%検出されたと報告している　Ashimotoら(1996)はpCR法によって

2歳から11歳の歯肉炎の小児からT. denticolaが16%検出されたと報告して

いる0本研究において, T. denticolaは,歯肉炎群において85名中15名(17.6%)

および歯周炎群において12名中2名(16.7%)から検出されており,これま

でに報告されている検出率と類似していた。さらにOdds ratioは5倍より大

きく,歯周炎群と強く関連していることが明らかとなった　Kimuraら(2002)

は, 2歳から13歳の健康歯肉を有する小児からはT. denticolaが検出されな

かったと報告しているが,興味深いことに, T. denticolaもpr. intermediaと

同様に乳歯列期および混合歯列期の健康歯肉群からは検出されなかった。こ

のことより, T. denticolaが健康歯肉を有する小児からは稀にしか検出されな
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いことが明らかとなった。

5. T. forsythensis

T. forsythensisは122名中70名(57.4%)から検出された　Chenら(1997)

はプラーク採取にペーパーポイント法を用い, PCR法によって2歳から10

歳の小児においてT. forsyihensisが27%検出されたと報告している.また,

プラーク採取を1名につき3部位から行った場合, T. forsythensisは4歳未満

においては検出されなかったと報告している。一方, Ashimotoら(1996)は

プラークをペーパーポイントにて4部位から採取し, PCR法を用いて, 2歳

から11歳の歯肉炎の小児から　T. forsythensisが8%検出されたと報告してい

る。本研究では歯肉炎群においてT.forsythensisは85名中54名(63.5%)か

ら検出されており,健康歯肉群に対し5%危険率で有意に高かった。これは,

T. forsyihensisが歯肉炎と強く関連していることを示している。これまでの報

告と比較して本研究の結果は高い検出率であったが,これは用いたサンプル

採取法,あるいは研究対象および人種の相違が考えられるo

Chenら(1997)はT. forsythensisの検出率は年齢依存的であったと報告し

ており,これは増齢とともに細菌に接触する機会が増加するためと考えられ

る。本研究においても　T. forsythensisの検出率はpr. nigrescensと同様に年

齢の増加とともに増加しており(回帰直線係数7.20, P<0.001), T.forsythensis

の検出率は年齢依存的であることが明らかとなった。

6. C.rectus

C. rectusは健康部位と比較し羅患部に多く存在すると報告されている

(Lippke etal. 1991, Laiet al. 1992),しかし,本研究においてC. rectusは全
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ての被験児から検出された。結果には示していないが,健康歯肉群において

C. rectusが検出された最少年齢は2歳1か月であった。これまでの研究で,

C. rectusは2歳から11歳の小児においてAshimotoら(1996)は78%および

Chenら(1997)は92%検出されたと報告している。本研究においてもC. rectus

は他の対象薗種と比較して小児の口腔から高頻度に検出された。また,培養

法においてC. rectusは68.6%の成人から検出された(Papapanou et al. 1997)

と報告されている。本研究の結果およびこれまでの報告における健康歯肉を

有する小児からの検出率は高く,本菌が口腔常在細菌である可能性を示唆し

ている　Ashimotoら(1996)は　C. rectusは歯周病の進行に関与する内因性

の細菌である可能性があると述べている。本研究において全ての被験児の口

腔内にC. rectusが存在するということからも内因性の常在細菌である可能性

が示唆された。

7. C. sputigena, C. ochraceaおよびC. gingiValis

小児からの歯肉線下プラークや浸出液中の細菌を研究しているものの多く

(Delaney & Kornman 1987, Frisken et al. 1987, Frisken et al. 1990, Sweeney et al.

1987)は培養法を用いたものであるため, Capnocytophaga属の菌種の特定は

困難であった。しかし, PCR法を用いることにより, Capnocytophaga属を3

菌種に分類することが可能となった。

Amanoら(2000b)は, PCR法によってC. sputigenaおよびC. ochraceaは

2歳から10歳の小児から約50%検出されたと報告している。それに対し,

Conradsら(1996)は, 3歳から10歳の小児において4部位から採取した場

令, PCR法を用いて健康歯肉からはC. sputigenaおよびC. gingivalisともに
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検出されなかったと報告している。また, C. ochraceaは3歳から5歳におい

て6%検出され, 9歳から10歳において42%検出されたと報告している。本

研究においては　C. sputigena, C. ochraceaおよびC. gingiValisはそれぞれ416

名(37.7%), 107名(87.7%)および105名(86.1%)から検出されており,

これまでの報告と比較して高い検出率であった　Friskenら(1990)は,培養

法を用いて小児の口腔内の異なる部位におけるCapnocytophaga属の検出頻

度を比較している。プラーク,舌,唾液および扇桃からの細菌サンプルから

それぞれ67.2%, 26.9%, 35.8%および56.0%検出されたと報告している。こ

のことからCapnocytophaga属は舌,唾液サンプルと比較してプラークに多

く存在したと考えられる。ペーパーポイント法を用いたこれまでの報告と異

なり,本研究においては,歯ブラシ法を用いることで,より多くのプラーク

を採取することができたためにCapnocytophaga属の検出率が高かったと考

えられる。

Kimuraら(2002)は2歳の小児からpcR法を用いてC. sputigenaおよびc

ochraceaが検出されたと報告しているo　また,培養法であるため薗種の特定

は出来ていないが, Friskenら(1990)は6か月未満の小児から検出されたと

報告している。検出された最少年齢は, C. sputigenaは2歳2か月, C. ochracea

およびC. gingivalisはともに2歳1か月であった。さらに,本研究では調査

した全ての菌種は,全ての年齢群で検出され,小児の口腔に低年齢から定着

する可能性が示唆された。

歯周状態別では,歯周炎群におけるCapnocytophaga属の検出率は健康歯

肉群および歯肉炎群と比較して低かった.特に, C. ochraceaにおいて健康歯
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肉群の検出率は歯周炎群と比較し0.1%の危険率で有意に高かった。これは,

C. ochγaceaは歯周炎との関連が低いことを示している　Delanとy & Kornman

(1987)は,培養法を用いて限局性前思春期性歯周炎の患者からC. sputigena

およびCapnocytophaga属はそれぞれ44.4%および55.6%検出されたと報告し

ている。一方, Sweeneyら(1987)はCapnocytophaga属が前思春期性歯周炎

の患者では88.9%および健康な歯周組織からも74.3%検出されたと報告して

いる.さらに, Mombelliら(1995)はCapnocytophaga属は成人性歯周炎の

患者で歯周治療後に高頻度に検出されたと報告している。これらの報告と本

研究の結果はともにCapnocytophaga鳳　特にC. ochγaceaおよびC. gingivalis

は2歳から12歳の小児の口腔から高い割合で検出され,歯周病とは関連し

ていない可能性が示された。

8.混合感染

歯肉線下には多様な菌種が生息していることからいわゆる混合感染が生じ

ている可能性が考えられる(Socransky & Haffajee 2003),成人において,あ

る種の組み合わせは歯周病において重要であることが示唆されており,チェ

ッカーボードDNA - DNAハイプリグイゼ-ション法を用いてP. gingivalis,

T. forsythensisおよびT. denticolaの組み合わせが成人の歯周炎部位から高頻

度に検出されたと報告している(Ha叫ee et al. 1998, Socransky et al, 1998,

Ximenez-Fyvie et al. 2000a),小児期において歯周病原性菌の混合感染がどの

ように歯周病に関連しているかは不明である。

本研究において,歯周病に強く　関連していた細菌は』.
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actinomycetemcomitans, P. gingivalis, Pr. intermediaおよびT. denticolaであっ

た.また, T. forsythensisおよびpr. nigrescensは歯肉炎と関連しており,検

出率は年齢依存的であった。一方　C. rectusおよびCapnocytophaga属は,歯

周病とは関連していない可能性が示唆されたO特に　C. rectusは口腔内に早

期に定着し,内因性の常在細菌である可能性が示唆された。

本研究より得られた知見は,小児の歯周病の発症メカニズムを解明する基

礎資料となると考えられる。
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結　論

1.小児口腔内からプラークを採取する方法として歯ブラシ法の方がペーパ

ーポイント法よりも有効であり,妥当性が認められた。

2. A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, Pr. intermediaおよびT. denticola

は,歯周病に強く関連していることが明らかとなった。

3. A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, Pr. intermediaおよびT. denticola

は,健康歯肉からは稀にしか検出されないことが明らかとなった。

4. T. forsythensisおよびpr. nigrescensの検出率は,年齢の増加とともに増

加することが明らかとなった。

5. C. rectusは,口腔内に早期に定着し,内因性の常在細菌である可能性が

示唆された。

6. C. sputigena, C. ochraceaおよびC. gingivalisは,歯周病とは関連してい

ない可能性が示唆された。

7. C. sputigenaは中程度の割合で検出されC. ochraceaおよびC. gingivalis

は,歯周状態および年齢に関わらず高い割合で検出され,低年齢より口腔内

に定着することが明らかとなった。
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