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論 文 内 容 要 旨

序 A
円

一言
口

生 体機 構 の極 微 弱 発 光 は 生 物 学 的 に 興 味 あ る現 象 と して 古 くか ら多 くの科 学 者 を 魅

了 して きた 。 そ れ らの 現 象 は 広 範 に 見 られ 、 様 々な 組 織 の 脂 質 成 分 の過 酸 化 、 免 疫 細

胞 の 活性 化 、細 胞 分裂 、 そ れ に酸 化 剤 と生 休 成分 の 接 触 等 報 告 は 様 々で あ る。 これ ら

は、 星 命 活 動の 本質 的 な 現 象 で あ り、 また いず れ も ラジ カ ル 等 の 化学 的 ボ デン シ ャ リ

テ ィーの 高 い活 性種 が 関 与 して い る現 象 で あ る。

発 癌 の 過 程 に お い て 、 化 学 物 質 の 代 謝 活 性 化 に と も な い 発生 す る究 極 変 異 原 物 質 や、

酸 素 ラヅ カ ル が 主 要原 因 で あ る こ と は 周 知 の 事 実 で あ る 。 こ れ らの生 成 物 は 、 い ずれ

も化学 的 ボ テ ン シ ャ リ デ ィ ーが 高 い と考 え られ 、 こ れ らの 物質 か らの 極 微 弱発 光 の検

出 は可 能 で あ ろ う と考 え られ る。

ミク ロソ㌧ ム 系 を 用 い て変 異 原 物 質 の 極 微 弱発 光 の報 告 は 幾 つ か あ り、ベ ン ツ ビ レ

ンに関 し て はか な り詳 しい 観 察 が 成 され て い る。 しか し他 の 変 異 原 物 質 で も極 微 弱 発

光 は検 出 され るの か、 そ の 発 光 強 度 と変 異 原 性 の問 に は 相 関 関 係 が あ る の か 、 発 光 の

機 作 は ど う な っ て い る の が 、 等 の 疑 問 に 対 す る答 は 来 だ 明 らか で はな い 。

近年 、環 墳 汚 染 の 問 題 が 深 刻 に な る一 方 、変 異原 物 質 の 測 定 法 も種 々考 案 さ れ て い

る。生 物 学 的 検 出 法 の 代 表 は'Ames七estに 代 裏 され る細 菌 に よ る突 然 変 異 試験 、お

よびinvivoの 染 色 体 異 常 試 験 で あ る小 核 試 験 な どが あ る。Amestestは 適 応 範 囲

の 広 さ お よび 特 異 性 の 点 で は 優 れ て い る が 、 菌 体 の 保 存 、 手 法 の 繁 雑 さ 、.お よび 高 等

動 物 へ の結 果の 外 挿 の 困 難 さ な どの 難 点 が あ る。 小 核 試 験 はinviv◎ の 変 異原 性 試

験 と して は短 期 間 で簡 便 に で き る方 法 で あ るが 、 結 果 の 判 別 に少 な くと も48時 間

程 度 は か か り、薬 物 の 種 類 に よ って 小 核 形 成 に か か る時 間 が様 々で あ り、 正 確 な判 定

を 損 ね る可 能 性 も あ る 。 一 方 、感 度 の 高 さ 、 お よび 判 定 の 迅 速 さ で はGC/器 や 蛍光

を用 い た 即 しCな ど に よ る1ヒ学 的 測 定 法 が 優 れ て い る、 し か しこ れ らの 方 法 の 最大 の

欠 点 は 、生 物 学 的方 法 の 様 に夫 知 の 変 異 原 物 質 を 検 出 す る こ と が で きな い こ と で あ る。

極 微 弱 発光 測 定 系 は 生 物 学 的 検 出 法 と化 学 的 検 出 法 の 中 間 に 位 置 す る方 法 で あ り、

双 方 の利 点 を兼 供 え た 検 出 法 とな るば か りで な く、 代 謝 活 性 化 に とも な う諸 現 象 を明

らか にす る こ とが で き る可 能 性 を 秘 め て い る。 本 研 究 で は 、 こ れ らの 可 能 性 を 探 求 す

る と共 に 、発 光 機作 を 明 ら か に す る 目的 で 以 下 の 実 験 を行 な っ た 。
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第一章 変 異原物質 の極 微弱発光の 検出。

第 一 節OX-71に よ る多 環 芳 香 族 炭 化水 素 の極 微 弱 発 光 の 検 出

OX・71は40011mに 最 大 感 度 波 長 を も つ 極 微 弱 発 光 測定 装 置 で あ る。 本 実 験 で は こ

の 測定 装 置 を用 い て10種 類 の 多 環 芳 香 族 炭化 水 素(Fig。1)に つ い て そ の 極 微 弱 発

光 を検 出 した。 極 微 弱 発 光 測 定 系 と して はs9而x系 を用 い 、 レ シチ ン コ レス テ ロ ー

ル ベ シ ク ル に変 異原 物 質 を 組 込 み 、暗 所 で 混 合 し極 微弱 発 光 を検 出 した 。

Fig.2に 代 表 的変 異 原 物 質 で あ るbel120(a)pyrelle(BP)と3・methylchoralltl、rene

ひIC)の 極 微 弱 発 光 の 経 時 的変 化 を示 す 。BPで は 、12分 後 に 最 大 発 光 を 示 し た が 、

目Cで は25-30分 後 に 最 大 発 光 を示 ・した 。 発 光 積 算 値 のdosedepel、denceはFig.3

に示 す。 い ずれ も10011nlol付 近 でp;atoeauと な っ々 。10種 類 の 芳 香 族 炭 化 水素

の 極 微 弱 発 光積 算 値 をFig,4に 示 す。Amestest等 で変 異 原 性 の 存 在 が 明 らか な も

の に お い ての み 強 い発 光 値 を 示 した 。

第 二 節SPCに よ る多 環 芳 香 族 炭 化 水 素 の極 微 弱 発 光 の 検 出

SPCは 最 大 感 度 波 長 が600-700nmで あ り、赤 色 光 の 検 出 に適 して い る。 こ の 領

域 は二 分 子 の 一 重 項 酸 素 に よ る発 光 を検 出 し う る領 域 で あ り、 砥 一71の 観 察 と 合 わ

せ て極 微 弱発 光 の 全 体 像 の 観 察 が 期 待 で き る。

BPのSPCに よ る極 微 弱 発 光 の 経 時 的 変 化 をFig.5に 示 す 。 〔}×一71の 場 合 と違

い 、 反応 開始 後5分 後 に は 最 大 発 光 を示 しそ の 後 速 や か に減 衰 し た。 こ の現 象 は 他

の 多環 芳 香 族 炭 化 水 素 に お い て も見 られ た(Fig.6Fig.7)。 発 光 積 算 値 をTable1.

に 示 した 。 こ の 結 果 、SPCに お い て も 極 微 弱 発 光 は 観 察 され た が 、 変 異 原 性 の 弱 い

も の で は ほ とん ど検 出 さ れ な い こ とが 明 らか に な っ た。

第三 節 ア フラ トキ シ ン 類 で の 極 微 弱 発 光 の検 出

ア フ ラ トキ シ ン(AF)B1、B2、G1、G2、 に つ い て 極 微 弱発 光 の測 定 を行 な うた 。 添 加 濃

度 とOX-71に よ る極 微 弱 発 光 強 度 の 関 係 をFig.8に 示 す 。AFB1、AFGRこ お い て 強 い

発 光 が 示 され た 。特 に へFB1は そ の 発 光 が 強烈 で 、2QOnmo1の 添 加 に お い て も 尚 発光
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は 上 昇 し た 。 しか し 、SPCに お い て は 極 微 弱 発 光 は ほ とん ど1見 られ な か っ た

(Fig.9),

第 四 節 ニ トロ ア レ ン の極 微 弱発 光 の 検 出

ニ トロ ア レン は 大 気 汚 染 物 質 の 主 要 成 分 で あ る。 本 節 で は 二 種類 の ニ トロ ア レン(円g.

10)を 取 り上 げ 極 微 弱 発 光 測 定 系 に よ り検 出 し得 る か 否 か を検 討 し た噸。OX・71に お

け る測 定 結 果 を 臼g.11に 示 す 。 陽 性 対 照 のBPで は 顕 著 な 極微 弱 発 光 が検 出 され た

が 、 ヅ ニ トロ ビ レン(NP)3一 ニ トロ フル オ ラ ン テ ン(3NF)と も に 発 光 は ほ とん ど観 察

され な か っ た。 一 方SPCに よ る測 定 で はNP,3NFと もに 顕 著 な 発 光 が 観 察 さ れ だ.「、

(Fig.12)a

第 五 節 そ の他 の変 異 原 物 質 の 極 微 弱 発 光 の 検 出

芳 香 族 ア ミン で あ る フル オ レニ ル ア セ トア ミ ド(FAA)ヘ テ ロ サ イ ク リ ・ソク ア ミン

の 代 表 的 変 異原 物 質 で あ る トリ ッブ ーP-1(TP1),さ らに アゾ 化 合 物 の 一 種 で あ る3'

一メ チ ル ージ メ チ ル ア ミノ アゾ ベ ンゼ ン(DAB) ,等 今 まで に実 験 に供 して い な い芳 香

族 化合 物 につ い て 極 微 弱 発 光 を 試 み た 。 さ らに有 機 過 酸化 物 、脂 肪 族 化 合 物 の 一種 で

あ るジ メ チル ニ トロソ ア ミン(D梱),に つ い て も 合 わ せ て検 討 した。 それ らの発 光 積

算 値 の デ ー タ ー をTable2に 示 す 。 この 結 果 、DAB以 外 の 芳 香族 化 台 物 で は有 意 に 高

い極 微 弱 発 光 が 検 出 さ れ 、極 微 弱 発 光 は 芳 香 族 化 合 物 に 広 範 に見 られ る こ と が 明 か と

な った 。 一 方 、 有 機 過 酸 化 物 で も極 微 弱 発 光 は 観 察 され た が 、 発 光 の 検 出 に は 他 の 化

合 物 群 に 比 べ 、50倍 もの 多 量 の試 料 を必 要 と し た 。 また 脂 肪族 化 合 物 の 代 表 的 変 異

原 物 質 で あ るD闇 は そ の 変 異 原 性 の 強 さ に もか か わ らず 、 極微 弱 発 光 は 検 出 さ れ な

か った 。

第六 節 総 括

変異原 物質 の極微弱発光 はアゾ 色素以外 の芳香族 化合物 で広範 に検出 された。それ

らの極微 弱発光 は化合物の種類 に よ り様 々なパ ターンを示 した。 この性質 を利用 すれ

ば未知の 変異原物 質の定性分析 と しても応 用 できる可能性 がある。一 方、-有機 過酸化

物で も発 光は見 られた ものの 、脂 肪族化 合物の代裏 的変異 原物質 であ るDNNで 発光

が検 出されなか ったことか ら、本測定系 は脂肪族化 合物 の変異原 物質測定 には有効で
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ない こと が示 唆 され た 。

第二章 変異原物質 の極微 弱発 光の発光機作

第 一 節OX・71に よ り検 出 ざ れ る多 環 芳 香 族 炭 化 水 素 の 極 微 弱 発 光 の発 光 機 作1

多 環 芳 香 族 炭 化 水 素 の 極 微 弱 発 光 機 作 を 明 らか に す るた め に、 代 表 的 変 異 原 性 物 質

で あ るBPと トICに つ いて 発 光 機 作 を比 較 検 討 した 。 その 結 果 、 これ らの 極 微 弱発 光

は逆 相HPしCに よ り分 離 され た 中 問 代 謝物 の 生 成 に と もな っ て現 わ れ る もの で あ る こ

とが わか った(Fig.13-15)。 次 に発 光 代 謝 中 間 体 を 推 定 す る 目的 で エ ボ キ シ ド ヒ ドラ

ーゼ 阻害 剤 のTCPOを 用 い て 発 光 強 度 の 変 化 を検 討 した結 果 、 反 応 開 始 か ら20分 付

近 まで の 反応 初 期 に お い て 、 そ の 主 要 発光 種 は ジ オ ール 体 を介 して 生 成 さ れ る こ とが

明 か とな った(Fig.16)。BPと ト1Cの スベ ク トル 分析 の 結 果 をFig.17・ に 示 す 。 ど

ち らも500n旧 付 近 に 』1broadな ピ ー クを 持 つ類 似 したパ タ ーン を 示 した 。 こ の ピ ー1ク

は、 ジ オ ール ジ オ1キセ タ ン 体 の 解 裂 に伴 う発 光 と考 え られ る。 これ らの 結果 、OX・71

に よ り検 出 さ れ るBPと ト1Cの 極 微 弱 発 光 は、ジ オ ー・ル 体 の 生 成 に と も な う物 で 、 発

光 活 性 種 は ジ オ ール ジ オ キセ タジ 体 で あ る こ とが 示 唆 さ れ た 。 一 方 これ らの 発 光 に は

一 重 項酸 素 の 関 与 も示 唆 され た(Fig .18)。 この 事 実 は次 節 で 合 わ せ て 考察 す る。

第 二 節SPCに よ り検 出 さ れ る多 環 芳 香 族炭 化 水 素 の 極 微 弱 発 光 の 発 光 機 作1

多 環芳 香 族 炭 化 水 素 で は 、 代 謝 中 間 体 の 一 種 で あ るジ オ ール 体 の 生 成 に と も な って

極 微 弱 発 光 が 生 成 す る こ とが 明 ら か に な り、 また 一 重 項 酸 素 の 関 与 も示 唆 さ れ た 。 そ

こ で、SPCに よ り検 出 さ れ る発 光 が 一 重 項 酸 素 に よ る も の で あ る こ と を確 認 す る意,

味 で6鴨 重水 系 、 お よび 一 重 項 酸 素 の ク エ ン チ ャ ーに よ る発 光 強 度 の 変 化 を観 察 し

た。 その 結 果 、 重 水 系 で発 光 が 上 昇 し クエ ンチ ャ ー の投 与 で発 光 の 低 下 が見 られ 、本

実 験 で検 出 され た 極 微 弱発 光 は一 重 項 酸 素 に よ る も の で あ る こ と が示 され た(Fig.19,

20)。 この結 果 、 多 環 芳 香 族 炭 化 水 素 に お け る極 微 弱 発 光 は 、反 応 開 始 直 後 に検 出 さ

れ る一 重 項 酸 素 に よ る赤 色 の 極 微 弱 発 光 と 、 それ に 続 く代 謝 中 問 体 由 来 の 青 緑 色 の 極

微 弱発 光 の二 相 性 を呈 し、 発 光 に 関 与 す る 代謝 中 間 体 の 生 成 には 一 重 項 酸 素 が 関 与 し

て い る こ とが示 唆 さ れ た 。`以 上 の結 果 よ り推 定 され る極 微 弱 発 光 機 構 をFig.21
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に示 す 。

第 三 節 ニ トロ ア レン と ア フ ラ トキ シ ン の 極 微 弱 発 光 の発 光機 作

3・NFのSPCに よ り検 出 さ れ た極 微 弱発 光 の 性 質 を明 ら か にす るた め 、6携 重 水 系、

お よび 一 重 項 酸 素 の ク エ ンチ ャ ーに'よ る発 光 強 度 の変 化 を 観 察 した 。 そ の緕 果 、 この

発 光 は 一 重 項 酸 素 に 由 来 す る も の で あ る こ と が明 か とな っ た(Fig.22,23)。 次 にAFB1

の極 薇 弱 発 光 の スベ ク トル 分 析 、 お よび 一 重 項 酸 素 の ク エ ンチ ャ ーで あ る β 一 カ ロ チ

ンの 添 加 に よ る発 光 へ の 影 響 を検 討 し た。 そ の結 果 、AFBIに お い て は そ の 発 光 に一

重 項 酸 素 は関 与 しな い こ と が示 唆 さ れ た(Fig.24,25)。

第四節 総 括

変異原物質の極微弱発光 は一重項 酸素に 由来 するものと、代謝中間体 に由来 す るも

のの二種類に大別 され ることがわか った。多環芳香 族炭化水素は二相 性 を示 し、ニ ト

ロア レンは前者 、アフラ トキシンは後者の みが見 られ る単相性の極微弱発光 を示 した。

これ らの ことは変異原物質の種類 に よ り代 謝活性化 の機構や、それに とも.なう活性種

の種類や延 いて は発癌 機{乍の違 いを反映す るものと考え られ る。

第三章 極微弱発光強度 と変異原 性 との相関開 係について

第 一 節 多 環 芳 香 族 炭 化 水 素 の代 謝 中 間 体 由来 の極 微 弱 発 光 と変 異 原 性 と の相 関

OX-71に よ り検 出 した 極微 弱 発 光 測 定 値 とAmestes七(TA100)・ と小 核 試 験(マ ウ

ス)の 結 果 との 相 関 性 を示 す(Fig.26,27)。Amestes七 との 比 較 で はr=0.789と 有

意 な 正 の 相 関 が 得 られ た 。一 方 、小 核 試 験 と の 比較 で も相 関 す る傾 向 が 見 られ た 。 こ

れ ら'の結 果 よ り代 謝 中 間 体 の極 微 弱 発 光 強 度 は 変 異 原 性 と相 関 す る こ と が 明 か とな っ

た 。

第 二 節 多 環 芳 香 族 炭 化 水 素 の一 重 項 酸 素 生 成 に よ る極 微 弱 発 光 と変 異 原 性 との 相 関

SPCに よ り検 出 した極 微 弱発 光 測 定 値 とA隣estest(TA100)と 小 核 試 験(マ ウ

ス 〉 の 結 果 との 相 関 性 を示 す(Fig.28。29)。 その 結 果 、両 試験 系 との比 較・に お い て 有
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意 な 正 の 相 閏 が 見 られ た。

第三 節 ニ トロ ア レン の極 微 弱発 光 と変 異 原 性 と の 相 関

NP,NF.を 用 い て そ れ らの変 異原 性 と極 微 弱発 光 強 度 に つ い て検 討 した 。 な お ニ トロ

ア レン の性 質 を 明 らか に す る意 味 で 、対 照 と して そ れぞ れ の ニ トロ 化 さ れ て い な い 化

合物 即 ち ピ レン と フル オ ラ ン デ ン を 同 時 に 実 験 に 供 した。 極 微 弱 発 光 の 積 算 値 、Ames

test(TA98)に よ る変 異原 性 の 強 度 お よび 小 核試 験 の 結 果 をそ れ ぞ れTable3.4,5に

示 す 。 い ず れ も ニ トロ ア レ ン群 に お いて 有 意 に高 い値 が 得 られ た 。 小 核 試験 に お い て

は統 計 的 に 有意 な 値 が 得 られ た が そ の 値 は 低 いも の で あ り、 この 化 合物 群 が生 体 に与

え る変 異 原 性 は む し ろ小 さ い もの で あ る こ とが 示 唆 され た 。

第 四 節 ア フ ラ トキシ ン類 の 極 微 弱 発 光 と変 異 原 性 との相 関

四種 類 の アフ ラ トキ シ ン へFB1,AFB2,AFGLAFG2.1こ つ い て極 微 弱 発 光積 算 値 、Ames

もest(TA100)さ らに 小核 試 験(ラ ッ ト)を 実 施 し 、極 微 弱発 光 積 算 値 と そ れぞ れ の

変 異 原 性 試験 と の 相 関 性 を検 討 し た 。 そ の 結 果 、 い ず れ の 場 合 も有 意 な 正 の相 関 関 係

が 明 らか に な った(Fig30.31)。 ら

第五節 総 括

変異原物 質の極 微弱発光は化合物 の種類に より発光 の性質 も違 うため単純に相互 比較

ずることは避け たが、同系列の化台 物間で はいず れ も他の変異原性検 出法との問 に正

の相関 が示 され た。 これ らの事実 よ り極微 弱発光測 定系はAmestestや 小核試 験 と

併用 しうる変異 原物質測定系 である ことが示 され た。

第四章 総 合的考察

変異原物質の極微弱発光 は芳香 族 化合物 に広 く見 られ、それ らの 代謝 にともな い一

重項 酸素 に由来 す る発光 と代謝 中間 体によ る発光 の二種類 が存在 す ることが分 か った。

また、化合物の種類 によ り極 微弱発光 のパ ターンが異 なる ことが明 かとなった。

これ らの事実 よ り各変異原物質 種 によ る代謝活性 化にともな う活性種の生成のバ タ
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一ンが明 らかにな り、多環芳 香族炭 化水 素、ニ トロアレン等では代謝活 性化の初期 に

一重項酸素が発生 する ことが 示 され た。これ らの極微弱発光強度 は、Amestes七 や小

核試験 により検 出ざれ る変異原 性の 強 さ と正の相関 があることが明 か とな り、極微 弱

発光測定系が変異原 性試験 と して応 用 が可 能で あることが示 唆された。

この試験法は、芳香 族化合 物以外 で は応 用が困難 であることや 、他の化学的検出法

に比べ感度はそ う高 くはな い ことな ど検 討の余地が残 され ているが、簡便で迅速 に結

果 を得ることがで きる方法で ある。 また、il、vi七roと はいえ、高等動物の生体成分

での反応 を直接検 出 して いる ことか ら、Ames七es七 の様 な細菌 を用いた突然変 異試験

と小核試験や培養 細胞 での突 然変異 試験 との中間的 な方法 として位置ず けられ ると考

え られ る。また化学的検 出法 と生物 学 的検出法 の中間 としても位置ず け られ、化学的

検出法の迅速性、 と簡便性 を持 ち、一 方生物学 的方 法に見 られ るような変異原 性の強

度の検出能や、未知の変異原 物質 の同定 能等 をかね供えた理想的な変異原物質 検出法

と して応用可能で あるこ とが明 か とな った。
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審 査 結 果 の 要 旨

生体機構の極微弱発光は,生 物学的に興味ある現象として古 くか ら認められ てきた。細胞分

裂,免 疫細胞の活性化,脂 質成分の過酸化などの際にもそれは見られ,生 命活動にともなう現象

として,そ の生物的役割を追及する研究が多 くなされている。

いずれの場合も,こ の極微弱発光はラヂカルなどの化学的ポテンシャリティーの高いところに

発現 している。化学発癌の過程でも,あ る種の化学的ポテンシャリティーの高ま りがあることは

よく知られてお り,事 実ベンツピレソで発光が観察されている。

本研究は,変 異原物質の極微弱発光を検討 し,そ の発光の機作を検討す るとともに,こ れが変

異原物質のスクリーニングに応用出来るか否かについて研究したものである。

本論文は3部 からな り,第1部 では,変 異原物質の極微弱発光の検出について検討 している。

400nmに 最大感度波長をもつ検出器と600-700nmに 最大感度波長をもつ検出器を組合せて,多

環芳香族炭化水素,ア フラトキシン類,ニ トロアレソ,そ の他の変異原物質の極微弱発光を検討

した。その結果,変 異原物質の極微弱発光はアゾ色素以外の芳香族化合物で広範に検出され,そ

れらの極微弱発光は化合物の種類によりさまざまなパターンを示し,そ の定性に応用できる可能

性のあること,た だし,脂 肪族化合物の変異原物質測定には有効でないことなどが明らかにされ

た。第2部 は変異原物質の極微弱発光の発光機作について検討 したものである。すなわち代表的

変異原物質であるベンツピレンと3一 メチルコラン トレンを用い,そ の中間代謝物の分離精製を

試み,そ れらのスペクトルを検討することにより,変 異原物質の極微弱発光は一重項酸素に由来

するものと,代 謝中間体に由来するものの二種類に大別され,物 質により,そ れらの組合せのパ

ターンが異なることを明らかにした。 このことは変異原物質の代謝活性化機構あるいは活性種の

差,ひ いては発癌の機作の違いを反映 している可能性を示唆している。第3部 は極微弱発光 と変

異原性 との相関について検討したものである。その結果,同 系列の化合物の間ではAmesテ ス ト

や小核試験とよい相関が示され,変 異原物質のスクリーニングに応用出来 る可能性が示唆された。

本研究の成果は,生 体における極微弱発光の機作ならびにその変異原物質のスクリーニングへ

の応用に関する領域の研究に新知見を加えたものであり,著 者に農学博士の学位を授与するに値

すると判定 した。
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