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緒 言

1978年, Willmoreら1は,ラ ッ ト脳軟膜下に

鉄塩 を注入す ると,約10分 後 に反復す るてんか

ん様放電が起こ り,さ らに6週 間後には, Golgi

染 色neuronの 減 少,星 状細胞のgliosis, den

dritic spinesの 減 少及びdendritic branching

やvaricositiesの 減少 などヒトてんかんの病巣

部位 と同様な組織変性が認め られることを報告

している2.ま たRosenら3は,ヘ モ グロビン

をラッ トの大脳皮質に注入す ると慢性てんかん

様放電が起こ り,そ の病巣部位は外傷性てんか

んにみ られる病理組織像 と同様な所見であ るこ

とか ら,ヘ モグロビンか ら遊離 される鉄イオン

が外傷性てんかんのひきがねであろうと述べて

いる.さ らにReidら4は,ネ コの鉄 イオンによ

るてんかん焦点組織の細胞外電位記録実験にお

いて,鉄 イオンに よるてんかん源性焦点の電気

生理学的特徴 は,ヒ トてんかん源性焦点におい

て認め られる所見 ときわめて似ていると報告 し

ている.従 って,こ れ らの諸所見は鉄イオンに

よるてんかん源性 焦点が,外 傷性てんかんの秀

れた実験モデル として使用 される可能性 を示す

ものである.

その後, Rubinら5は, α-tocopherolとse

leniumと を投与す ると,鉄 イオンに よるてんか

ん様発作波が抑制 され ることか ら,外 傷性 てん

かんの発生機構には膜の過酸化が関連 している

であろうと推定 してお り,ま たWillmoreら6

は,出 血のさい赤血球か ら遊離される鉄が,細

胞膜脂質の過酸化 を誘発し,つ いで組織細胞の

変性 をひ き起 こす可能性 を指摘 している.

今 回著者は,鉄 イオンてんかん源性焦点の発

現機構 をさらに明確化す るため,鉄 イオンをラ

ッ ト大脳皮質感覚運動領野に投与後,そ の組織

部位において,細 胞膜脂質の過酸化反応のひき

がね作用を行な うと考え られるfree radicals

あ る いは活性酸素の経時的変化 について詳細に

検索 を行 ない,さ らに過酸化 脂質及 び酸 化型

glutathione(GSSG)並 びに還元型glutathione

(GSH)の 変 動についても検索を行ない興味あ る

諸知見をえたの で報告す る.

実 験 方 法

第1節　 実験動物

体重250gの ラ ッ ト(Sprague-Dawley,雄)を

使用 し,室 温24℃,湿 度55%で 飼育 した.飼 料

は, MF(オ リエンタル酵母)を 使用 し,水 は給

水ビンで自由に摂取 させ た.

第2節　 てんかん源性焦点の作成

ラッ トをethylether麻 酔下で脳定位固定器で

固定後,大 脳皮質,左 感覚運動領野に0.1M塩

化 第二鉄溶液5μlを マイクロシ リンジで, 1分

間に1μlの 速 さで注入 した.対 照群には生理 食

塩水5μlを 同様にして注入した.

第3節　 皮質脳波の記録

ラッ トをethylether麻 酔 下で固定後,頭 皮を

縦切 開 し,附 着筋肉及び骨膜を剥離 したのち頭

蓋骨 を露出 した.そ のさい骨か らの点状 出血は

歯科用 ドリルで骨の挫滅 をして止血 を行 なった.

つ いで前頭部,後 頭部左右対称に4ヶ の穴をあ

け,こ れに径1mm,長 さ10mmの 螺 子電極 を
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を脳表面に接するように挿 入した.つ いで周囲

を歯科用セ メン トで固定後,こ れらの電極か ら

双極誘導 で脳波計(日 本光電, MP-L-72)を 用 い

て脳波を記録 した.

第4節　 フ リーラ ジカルの分析

1)試 料の採取

塩化第二鉄溶液注入5, 10, 15, 30分 後 にラ

ッ トを断頭 後,直 ちに全脳 を氷上で摘出後,径

3mm,長 さ300mmの ガ ラス管に深 さ4～5cm

まで注 入し,液 体チ ッ素で固定後,分 析開始 ま

で-80℃ に保 存 した.

2)フ リー ラジカルの測定

フ リー ラジカルの測定は,電 子 スピン共鳴(E

SR)装 置(日 本電子, JESFE3AX)を 用 い,

 5GHz, 3309±2500 pulse, -196℃ の 条件下で

行なった.

第5節　 活性酸素 の分析

1)試 料の採取

塩化第二鉄溶液注入5, 15分 後 にラッ トを液

体チ ッ素 で固定後,断 頭 し,分 析開始 まで-80

℃ で保 存 した.

2)活 性 酸素の測定

活性酸素の測定 は,頭 部 を解凍後,大 脳皮質

の焦点組織及び対側部位 を氷上 で直ちに摘出し

たの ち, Chan and Fishmanら の 方法7,に 従 い,

行 なった.す なわち,脳 組織30～50mgにKre

bs Ringer(KR)液1mlを 加 え,テ フロン棒

付 ガラスホモゲナ イザー管でホモゲナ イズ後,

 nitroblue tetrazolim(1mg/ml KR)0.4mlを

加 え, O2供 給 の もとに37℃, 30分 間 インキュベ

ー ションを行なった.つ いでスーパー オキサ イ

ドデ ィスム ターゼ溶液(30μg/ml)1mlを 加 え,

 0℃ で10,000回 転, 10分 の 遠心分離を行なった.

得 られた沈殿物(nitroblue formazon, NBF)

に ピ リジン3mlを 加 え, 100℃ で1時 間水浴加熱

後,再 び0℃ で10,000回 転, 10分 遠心分離を行

ない,得 られた上清につ いて,分 光光度計(日

立, 124型)を 用い,波 長515nmの 条件で比色測

定 した.

第6節　 過酸化脂質の分析

1)試 料の採取

塩化 第二鉄 溶液注入0, 3, 5, 10, 15, 30

分 後 にラッ トを液体チ ッ素で固定 し,断 頭後,

頭部 を分析開始まで-80℃ に 保存 した.

2)過 酸化脂質の測定

過酸化脂質の測定は,大 石 らの方法8に 従っ

て行 なった.す なわち,解 凍後,直 ちに氷上で

左右大脳半球 を摘出 した後,脳 組織(500～800

mg)に10倍 量 の生理食塩水 を加 え,テ フロン棒

付ガラス管でホモゲナイズした.つ いで磨砕液

0.1mlに8.1% sodium dodecyl sulfate(SDS)

溶液0.2ml, 20%酢 酸 緩衡 液(PH3.5)1.5ml,

 1%チ オバルビツール酸(TBA)溶 液1.5mlを

加 え,さ らに蒸留水0.7mlを 加 えて全量を4ml

とし,攪 拌後100℃ で1時 間加 熱 した.水 で冷

却後,蒸 留水1ml及 びn・ブタノール ・ピリジン

混液(15:1)5mlを 加 え, 5分 間攪拌後,

 0℃, 3,000回 転 で15分 遠 心 分離 を行なった.

つ いで分離された有機層 について,分 光螢光光

度計(島 津, RF502)を 用 い,励 起波長515nm,

螢光 波長532nmの 条件で螢光測定 を行なった.

第7節　 GSH及 びGSSGの 分析

1)試 料 の採取

塩化 第二鉄溶液注入5, 15分 及 び1時 間後に

ラッ ト頭部をマイクロウェーブ(新 日本無線,

 NJE2601, 5KW, 2sec)で 照射後,大 脳皮質

を氷上 で摘出し,分 析開始 まで-80℃ で保存 し

た.

2) GSH及 びGSSGの 測定

GSH及 びGSSGの 測 定は, Hissin and Hilf

の方法9に 従 って行なった.す なわち,脳 組織(150

～300mg)に25%ピ ロ リン酸1ml及 び0 .005M

 EDTA含 有0.1Mリ ン酸ナ トリウム緩衡 液(PH

8.0)3.75mlを 加 え,ポ リトロンでホモゲナイ

ズ後, 100,000gで30分,冷 凍遠心 を行 なった.

 GSHの 分析には,得 られた上清0.5mlに0 .005

M EDTA含 有0.1Mリ ン酸ナ トリウム緩衡 液(P

H8.0)4.5mlを 加 え,さ らにその0.1mlに 同一

の0.1Mリ ン酸緩衡液(PH8.0)2mlを 加 えた

のち, o-phthalaldehyde(OPT, 100μg)含 有

メタノール0.1mlを 加 えて室温で15分 放置 した.

又GSSGの 分析には同一の上清0.5mlに0.04M

 N-ethylmaleimide 0.2mlを 加 えて30分 室 温放 置

後, 0.1N NaOH 4.3mlを 加 え,さ らにその0.1

mlに0.1N NaOH 2mlを 加 えた後, OPT(100

μg)含 有 メタノール0.1mlを 加 えて室温で15分
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放 置 した.つ いで分光螢光光度計(島 津, RF

502)を 用 い,励 起波長350nm,螢 光 波長420nm

の条件 で, GSH及 びGSSGを 測 定 した.

実 験 結 果

第1節　 皮質脳波

左大脳皮質感覚運動領野に塩化第二鉄 溶液 を

注入すると約15分 後に焦点側 にspikeが 初 発 し,

つ いで1分 間に約10回 の割合 で持続 して出現す

るのが観察 された(Fig. 1-1).

が こ の 時 期 に 出 現 し た(Fig. 1-2).

注 入30～40分 後 に は, polyspike discharges

が1分 間 に 約20回 の 割 合 で 比 較 的 規 則 正 し く出

現 す る の が 観 察 さ れ た(Fig. 1-3, 4).

以 後, spikeあ る い はpolyspike discharges

は 比 較 的 一 定 の 周 期 で 出現 す る こ と が 認 め られ

た が,注 入1～5ヶ 月 後 に お け る 観 察 に お い

て は 発 作 放 電 の 振 幅 が 増 加 して お り, 100μV以

上 の もの が 多 発 して い る の が 認 め ら れ た(Fig.

 1-5, 6).

Fig. 1-1

Fig. 1-2

注 入20分 後 よ り両 側 性 にspikeあ る い はpoly

spike dischargesが 認 め ら れ, spike and wave

第2節　 ESRに よるフリーラジカルの測定

ESRに よるフリーラジカルの測定結果は,
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Fig. 1-3

Fig. 1-4

Fig. 1-5

Fig. 2に 示 す 如 く,全 脳 で はG=2.01の フ リー

ラ ジ カ ル の ほ か に,メ トヘ モ グ ロ ビ ン のFe3+

を 示 すG=6.00,メ トヘ モ グ ロ ビ ン 以 外 の 蛋 白

に 結 合 して い るFe3+を 示 すG=4.32,蛋 白 に

結 合 し て い るCu2+を 示 すG=2.05及 び 未 同 定

の金属 イオンG=2.27が 検 出された.

1) Fig 3は,塩 化第二鉄溶液注入5, 10, 15,

 30分 後 におけるメ トヘ モグロビン結合の3価 の

鉄イオン(G=6.00)の 変 動 を示 したもの であ

るが,注 入5分 後に,対 照に比べ て有意なシグ
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Fig. 1-6

Fig. 1 Effect of Fe3+ on rat electrocorticogram

Fig. 2 ESR signals in Fe3+ applied rat cerebrum

Fig. 3 Fe3+-metHb in Fe3+ applied rat cerebrum

a. p<0.01, compared with control.

n=4, m•}S. D., •› Fe3+, •œ control.

ナルの増加 が認め られた .

2) Fig. 4は,有 機 フ リー ラジカルG=2.01の

Fig. 4 Free radical in Fe3+ applied rat cerebrum

n=4, m•}S. D., •› Fe3+, •œ control

変動 を示 したものである.塩 化第二鉄溶液注 入
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5分 より30分 後 まででは,対 照に比 し有意な増

加は認め られなかった.

3) Fig. 5, 6は 蛋 白結合の3価 の鉄イオンG

=4 .32及 び 蛋白結合 の2価 の銅イオンG=2 .05

の変 動 を示 したものである.こ れ らのイオンは

塩化 第二鉄溶液注入5分 より30分 後 まででは,

対 照に比 し有意差は認め られなかった.

Fig. 5 Fe3+-protein in Fe3+ applied rat cere

brum n=4, m•}S. D., •› Fe3+, •œ control.

Fig. 6 Cu2+-protein in Fe3+ applied rat cere

brum n=4, m•}S. D., •› Fe3+, •œ control.

第3節　 活性酸素

左大脳皮質の塩化 第二鉄溶液注入部位の活性

酸素値は,注 入5分 及び15分 後 において対照群

に比 し有意に増加 していた(Fig 7).一 方,対

側では,注 入5分 及び15分 後 に活性酸素は対照

群に比 し増加の傾向にあるが,統 計的には有意

差は認め られなかった.

第4節　 過酸化脂質

左大脳皮質の塩化 第二鉄溶液注入部位では,

注 入直後 より過酸化脂質は対照群に比べて有意

に増加 してお り,注 入3分 では急激な増加 を示

し,以 後30分 までその増加は一定であった(Fig.

Fig. 7 Active oxygen formation in Fe3+ applied 

rat cerebrum

a. p<0.05, compared with control.

b. p<0.01, compared with control.

n=7•`13, m•}S. D., _??_ Fe3+, _??_ control.

8).注 入5, 15分 及び30分 後 では 対 照群 に比

べて有意差が認め られ た.一 方,対 側では注入

30分 後 までには,過 酸化脂質の変化は対照群 と

相違が認め られなかった.

第5節　 GSH及 びGSSG

Fig 9は,塩 化 第二 鉄 溶 液 注 入5, 15,

 60分 後 のGSH, GSSG, total glutathione及 び

GSH/GSSG比 の変化 を示 した ものである.注

入部位ではtotal glutathioneは 注 入5, 15, 60

分 では変化は認め られないが,正 常群 に比べて

GSHは 有 意に減少 し, GSSGは 有 意に増加 し

ていた.対 側 において もこれ らの変化 は,ほ ぼ

同様であった.

考 察

頭部外傷に ともなう出血にさいして,溶 血に

よって生 じたヘモ グロビン由来の鉄イオンが酸

素 と反応 し,ス ーパーオキサイ ドアニオンやハ

イ ドロキシラジカルを生成するが,こ れ らの活

性酸素が脳細胞膜に作用 してedemaを 発 生 さ

せ,さ らにてんかん源性焦点を形成す ることが

想定 されている6.す でに鉄 イオンあるいはヘム

化合物を組織や不飽和脂肪酸を混入 した溶液に

加 えると,ス ーパー オキサ イ ドアニオン,ハ イ

ドロキシラジカル及び過酸化水素が生成 される

こ とが示 されてい る10,11.

ま た,ス ー パ ー オ キ サ イ ドア ニ オ ン は,ヘ モ グ
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Fig. 8 Lipid peroxide level in Fe3+ applied rat cerebrum

a. p<0.02, compared with control.

b. p<0.005, compared with control.

c. p<0.001, compared with control.

n=8•`9, m•}S. D., •› Fe3+, •œ control.

ビン(Fe2+)か ら メ トヘモグロビン(Fe3+)へ

の 自動酸化の過程で生 じることがあきらかにさ

れている12.今 回著者は,鉄 イ オン投与5分 後

にメ トヘモ グロビン結合3価 の鉄 イオン(Fe3+

-globin)の 増加 を認めたが
,こ の過程は,次

式に示 されるものと考えられる.

3O2-Fe2+-globin_??_O-2 Fe3+-globin_??_O-2

(oxy-Hb) (superoxide metHb)

+Fe3+-globin
 (met-Hb)

すなわち,こ の過程 でヘモ グロビン(Fe2+)よ

り放 出 され た電子 が酸素 と反応 して活性 酸素

(O-2)を 生 成するもの と理解され る.

他 方,有 機 フ リー ラジカルにつ いては鉄塩注入

5分 ～30分 間 の間においては,本 実験系では対

照 との間に有意差 を認めなかったけれ ども,正

常脳においては,有 機フ リーラジカルはほとん

ど検出されないとされてお り,対 照例において

も生食注入 という脳組織侵襲操作のみによって,

鉄 イオン注入とほぼ同様なフ リー ラジカルの生

成がおこるもの と理解 される.

なお,そ の他の蛋白結合金属 イオンについては,

実験群 と対照群の間に有意差が認められなかっ

た.不 飽和脂質の過酸化は,ス ーパーオキサイ

ドアニオンやハ イ ドロキシラジカルなどの活性

酸素によってひきおこされ,結 果 として,マ ロ

ンジアルデ ヒ ドなどのアルデヒ ドや酸が生成 さ

れることが知 られている.す でに鉄は,ミ トコン

ドリア,ミ クロゾーム,赤 血球 及び リポゾーム

の膜脂質,並 びに不飽和脂肪酸の酸化 を触媒す

るこ とが知 られている13～17.

Willmoreら6は,鉄 イオン投与15分 後か ら1時
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Fig. 9

間後には過酸化脂質は最高に達 し, 1時 間 後か

ら漸次減少 し, 12時 間後に対照値 に回復 してい

ることを認めている.一 方著者は,鉄 イオン投

与側で投与5分 後にはすでに過酸化脂質は対照

群に対 して有意 な増加 を認めた.こ の過酸化脂

質の増加は,活 性酸素に よりひ きおこされた一

連のフ リーラジカル反応の結果 と考 えられ るが

他方,こ の ような過酸化脂質は リン脂質の不飽

和脂肪酸,例 えばdecosahexaenoic acidやar

achidonic acidか ら,酵 素 による過酸化反応に

よ っ て も生 じ る18,19. Prosta

glandinsはarachidonic acid

か ら生 成 さ れ る が,そ の 途 中

の 段 階 に お い て もマ ロ ン ジ ア

ル デ ヒ ドが 生 成 さ れ る20.し

か し, arachidonic acid及 び

prostaglandinsは,電 気 刺 激,

 bicuculline並 び にpentylene

tetrazol痙 攣 直 後 に 一 過 性 に

増 加 し,そ の 後 数 分 で 急 激 に

減 少 す る21,22,23の で,今 回 認

め ら れ た 鉄 イ オ ン 投 与 後 の 過

酸 化 脂 質 の 長 時 間 に わ た る 増

加 とは 異 な る も の と 思 わ れ る.

ス ー パ ー オ キサ イ ドア ニ オ ン

は 脳 内 に お い て は ス ー パ ー オ

キ サ イ ドデ ィ ス ム ター ゼ に よ

り酸 化 さ れ て 酸 素 と過 酸 化 水

素 に な り,過 酸 化 物, hydro

peroxideはGSHとgluta

thione peroxidaseに よ りhy

droxy acidとGSSGに 代 謝

さ れ る.著 者 は,鉄 イ オ ン 投

与 側 で 投 与5分 後 に, total

 glutathioneは 無 変 化 で あ る

がGSHは 低 下 し,逆 にGS

SGが 増 加 し て い る こ と を 認

め, glutathione redox sta

teが 亢 進 して い る こ と を明 ら

か に した.

Willmoreら24は,フ リー

ラ ジ カ ル の 防 御 剤 で あ る α-

tocopherolとglutathione

 peroxidaseに 関与す るseleniumの 投与で,鉄

イオンに よるてんかん様発作波の出現が抑制 さ

れたことを報告 している.こ の所見 は,鉄 イオ

投与後に活性酸素が生成 し,つ いで膜上 で一連

のフ リーラジカル反応が生 じるという著者の見

解を支持す るものである.ま たHattoriら28は,

別 のapproachか ら,鉄 イオンてんかん源性 焦

点の発現機構 をとらえている.す なわち彼らの

研究に よると,鉄 イオン注入30～60日 後 では,

ラ ット大脳皮質切片上に, adenosineに よ るc-
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Fig. 9 Oxidized and reduced glutathione levels 

in Fe3+. applied rat cerebrum

a. p<0.05, compared with normal group.

b. p<0.01, compared with normal group.

c. p<0.005, compared with normal group.

d. p<0.001, compared with normal group.

n=4•`22, m•}S. D., OFe3+ •œ control, •Ÿ normal group.

の鉄 イオ ンの増加,活 性酸素の増加,過 酸化脂

質の増加,並 びにglutathione redox stateの

亢進 を明 らかに したが,こ れらのことか ら,鉄

イオンてんかん源性焦点の発現機構 を模式的に

示す とFig. 10に な る.す なわち第一段 階では

2価 あるいは3価 の鉄 イオン投与で,ス ーパー

オキサ イ ドアニオンやハ イ ドロキシラジカルの

ような活性酸素が生 じる.第 二段階では,生 成

された活性酸素が膜 を構成 している不飽和 リン

脂質の二重結合に作用 してendoperoxideやhy

droperoxideな どの過酸化脂質 を生成す る.つ

いでendoperoxideは 結 果的にマロンジアルデ

ヒ ドを生成す るが,他 方hydroperoxideは,

 GSHとglutathione peroxidaseの 作用 を介して

Step 1 Superoxide radicals 
production by iron 
ion

Step 2 Lipid peroxidation

Step 3 Disturbance of ion 

transportation
system in neuronal 
membrane

Fig. 10 Possible mechanism for epileptogenic focus formation by ferric or ferrous ion

AMPの 増加が亢進す るこ とを認め,こ の焦点

形成機構には, adenosine receptorが 関与 して

いるこ とを示唆 している.し か し,著 者は,塩

化 第二鉄溶液 をラッ ト大脳皮質に投与 して少な

くとも15分 後には,て んかん様発作波が出現す

ることを認め,ま たWillmoreら1も,塩 化第

二鉄イオンの ラッ ト大脳皮質への投与 では,約

8分 後にてんかん様発作波が出現することを認

めている.少 な くとも,鉄 イオン投与後8～15

分 までの間にニュー ロンや グリアの膜上に何 ら

かの変化が生 じていると思われる.

著者は,今 回ラ ット大脳皮質に塩化第二鉄溶

液投 与5分 後 に,メ トヘモ グロビン結 合3価

hydroxy acidを 生 成す る.第 三段 階は,こ れ

らの膜構成不飽和脂質の過酸化による神経細胞

膜の変化であるが,こ の さい構成成分 として不

飽和脂肪酸を含むNa+, K+-ATPaseの 変性が

推定 され る.従 って, Naあ る いはKの 神経細

胞膜における透過性が変化す るが,神 経細胞に

おけるこれらの変化は,や がてはてんかん源性

焦点の形成へ と発展するものと想定 され る.す

なわち,す でにNa+, K+-ATPaseの 活性化に

は高度不飽和脂肪酸 をもつ リン脂質が必要 であ

ることが判 明しているが,さ らにSun26は, Na+, 

K+-ATPase活 性 は,過 酸化脂 質に より抑制 さ

れ ることも観察 してお り,そ の機構 としてK+
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channelの 変化 を重要視 している.ま た, svo

bodaら27は,ラ ット大 脳皮質の ミクロゾーム

分画のNa+, K+-ATPase活 性 の鉄イオン投与

に よる低下は過酸化脂 質の生成に よることを明

らかに している.こ れ らはいずれ も,上 述の仮

説 を支持す るものと考えられる.

結 論

0.1M塩 化 第二鉄溶液 をラッ ト大脳皮質感覚

運動領野に注入すると,約15分 後 にてんかん様

発作波が出現 し,そ の後約6ヶ 月まで持続 して

出現す るこ とを皮質脳波記録に より観察した.

つ ぎに この鉄 イオンてんかん源性焦点の発現機

構 を明確化す るため,鉄 イオン投与後ラッ ト焦

点組織の メ トヘモ グロビン結合3価 の鉄 イオン,

フ リー ラジカル,活 性酸素,過 酸化脂質,並 び

に還元型glutathione及 び 酸化型glutathione

の 経 時的変化について検索 を行なった結果,投

与約5分 後に,メ トヘ モグロビン結合3価 の鉄

イオンの増加,活 性酸素の増加,過 酸化脂質の

増加お よび, glutathione redox stateの 亢進 を

認め た.

以 上の実験結果か ら,鉄 イオンてんかん源性

焦点形成の機序 として,鉄 イオンに より活性酸

素が生成され,つ いで生 じる一連のブ リー ラジ

カル反応によるニ ューロン膜脂質の過酸化が重

要な役割 を演 じていることを示唆 した.
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Epileptic discharges were induced 15 minutes after 0.1M FeCl3 was injected into the 
rat sensory motor cortex and continued for 6 months after the injection. In order to 

study the Fe3+ induced seizure mechanism, Fe3+ bound methemoglobin, free radicals, 
active oxygen, malondialdehyde and reduced and oxidized glutathione were measured 
in the foci of rats after the FeCl3 injection. It was found that Fe3+ induced a signifi

cant increase in Fe3+ bound methemoglobin, active oxygen and malondialdehyde and 
accelerated the glutathione redox reaction 5 minutes after the injection. Fe3+ was 
thought to induce lipid peroxidation by free radical reaction and thus produce the 

peileptic focus.


