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く序論>

移植免疫学的にみた場合、胎児は父系抗原をもっ半同滋移植片であ り、母体

の免疫反応によりtE絶される運命にあると恩われるが、実際には妊娠期間中約9

カ月もの問母体内に生着し続ける。したがって、そこには従来の移他免疫学で

は説明できない妊娠維持機構が存在していると考えられる。その機備が破綻す

ると胎児は拒絶され、流産となり、それを繰り返すと習慣流産となると考えら

れている。妊娠維持機構の解明は生殖免疫学の進歩のみな らず、移権免疫学の

進歩にもつながると期待される。

妊娠維持機構に関しては、』古盤における免疫調節の破綻が妊娠中毒症をはじ

めとする極々の妊娠合併症の発生に関与していることを示唆する事実が報告さ

れている。例えば、 tumornecrosis factor (TNF) -aの血清・ 羊水中の波度が

重疲妊娠中毒症患者では仁昇していること (Kupferrn1neet al. 1994)、また、

血清interleukin(ll)一2波度が妊娠中毒症患者では上昇しており、従って妊娠

中毒症での免疫状態の充進を示唆していること (Sunder-Plassmannet al. 

1989)、などの事実である。我々も妊娠中毒症患者の脱落膜組織中に IL-2が存

在することを示し (Haraet al. 1995)、妊娠中毒症患者は胎撤局所において免疫

状態が充進している可能性を示唆している。

ところで、胎児組織の中で母体と直接接しているのは胎盤の繊毛組織である

ことから、繊毛組織が妊娠維持機構において重要な役割を演じていると予想で

きるが、近年、繊毛組織がHLAの面から注目すべき特徴をもつことがわかって

きた。減毛細胞は通常すべての有篠細胞に発現している古典的HLAクラス I抗

原 (HLA-A.B. C)を発現しておらず、 一方非古典的HLAクラス I抗原の一つ

であるHlA-Gのみを発現していること、またこの HLA-Gは紋毛細胞だけに

発現していて、他の細胞には一切発現されていないこと (Kovatset al. 1993; 

Yelavarttu et a1. 1991; Lata et al. 1992; Chumbley et al. 1993; McMast巴ret 

al. 1995)、などが明らかとなってきたのである。このような特徴から、 HLA-G

は妊娠維持免疫において何らかの重要な役割を演じていると考えられている。

HLA-G抗原は非古典的クラス l抗原の一つであり、 1987ij三Geraghtyらに

よりクローニングされ、報告された。一般に HLAは極めて多型性に宮むという

特徴を持つがHLA-Gは多型性に乏しL、と報告されていた (A1izadehet al. 

1993; Morales et al. 1993)。実際WHOHLA Nomenclature Committeeに公

式に登録されている Hし午G対立遺伝子は G*01011，G*01012， G*01013， 

G*0102， G*0103だけであった (Bodmeret al. 1995)0 G*01011はGeraghty

らが初めてのHLA-G遺伝子として報告したものであり (Geraghtyet al. 1987)、

G*01012はEllisらがcellline.'BeWo"のHLA-G遺伝子として (E出set al. 

1990)報告したものである。G*01013はCastroらが (Castroet al. 1996)、
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G*0102はPookらが (P，∞ket a1噂 1991)、 G*0103はMora1esらが報告した
(Mora1es巴ta1. 1993)ものである。また本邦においてはTamakiらが日本人の

胎盤から HLA-Gのgenomiccloneである 7.0Eを報告している (Tamakiet al. 

1993)。
f丑λ:-Gの乏しい多裂性は HIA-Gの宥する際だった特徴であり、ゆえにこの

多型性の乏しさが母児問の妊娠維持免疫において本質的に重要であると考えら

れていた。しかしながらアフリカ系アメリカ人のHlA-G遺伝子は古典的クラ

スI遺伝子問機非常に多塑性に富むとの報管がなされた (van(1巴rVen an仁l

Ober 1994)。そこでアフリカ系アメリカ人以外の民族の HLA..-Gは多型性に箆

むのか否か非常に興味深い問題となった。そこで今回我身はこれまで系統的な

解析がなされていない日本人のHlA-G の多~性を初めて検討した。また、

Gキ01012のhomozygousであると報告されていたBeWoのT丑A-Gを解析し

た。さらに、 F江A-Gには細胞膜結合型と分泌型が存在するが、分7必型を産生す

る際、 intron4の前半部を 21番目の stopcodonまで一部転写、翻訳している

(Fujii et al. 1994)。従ってこの部位の変異は分J必型HlA-Gの産生に大きな影響
を与えると予想される。そこで今回 intron4部位の解析も行った。方法は

PCR-SSCP法 (Oritaet a1. 1989; Bannai et a1. 1994)、PCR-SSO法、 DNA

direct seQuencing法、およびcloning/seQuencing法を用いた。

<方法>

対象

54人の健常日本人(男 27人、女27人)から genomicDNAを抽出した。そ

れらの血清タイピングを NIH標準リンパ球傷害テストで行った。また、日本人

に典型的な 7種類のHLAハプロタイプを有する DNA検体 (Tokunagaet al. 

1985)計8検体も用いた。回λ-Ggenomic clone 7.0E (11抑制eta1. 1992) 

はRikenGene B釘1k(No. 1246)から購入した (Ibaraki.Japan)o cellline 

“BeWo"はヒューマンサイエンス研究資j殿、パンク(JCRB911l)から購入した

(Osaka. Japan)。

Po[ymerase chain reaction (PCR) 

HlA-Gのexon2、3、4、intron4のそれぞれを特異的に増幅するように4

組の primerを設計した (Table1、これらの pnmerのDNA結合部位について

はFigure1参照)。その際、あらかじめ多数の primerを合成し、また PCRの

条件を他種類設定し、HLA-A.-B， -Cなど他のHしL¥を増幅しないこと、HLA-G

のみを効率的に増幅させること、を満たすprim巴rを選択した。

PCRの条件は、 94"(;4分間の変性ステップの後、以下の増幅サイクJレを exon
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2、3、4については 30サイクル、 intron4については 35サイクル行い、最後

に72'C5分間の伸長ステップを行った。増幅サイクルは、 94'C30秒間の変性ス

テップの後、 62'C(exon 2)、65'C(exon 3)、55'C(四on4)、58'C(intron 

4) 30秒間の結合ステγプを行い、 72'C1分間の伸長ステップを行った (Table

1)。

Single-strand confoffilation polymorprusrn (SSCP) 

PCRに続いてSSCP解析を行った (Oritaet al. 1989; Bannai el剖.1994)。

その際、グリセロールの濃度、アクリルアミドとピスアクリルアミドの比、泳

動滋度、泳動電圧等の条件を多種類設定し、最良の結果が得られる組合せを決

定した。

条件は以下の通りである。PCRで増隠された DNAを、e.xon2および4につ

いては 10%グリセロール添加 12.5%ポリアクリルアミドゲル(アクリルアミ

ド.ピスアクリ Jレアミド =99:1)、intron4についてはグリセロール非添加

12.5%ポリアクリルアミドゲJレ(同49:1)で電気泳動を行った。電気泳動は

ミニゲル電気泳動装置と恒j副首(.A，.E-6370;Atto， Toh-yo， Japan)を用い、 120V

で2.5時間泳動した。泳動混度は、 38'C(exon 2)、30'C(exon 4)、25'C

(intron 4)とした。ゲル中で分離された DNA断片は銀染色で検出した(Daiichi

Pur巴Chemicals，Tokyo， Japan)。
exon 3についてはそのままではバンドの分離が不良であったので、制限酵素

EcoNI (N巴wEngland Biolabs， Bev巴rly，MA)でまず2つの断片に切断し、

phenoll chloroform法 (S釘nbr∞ket al. 1989)で精製したのちに SSCP反応
を行った (EcoNIの切断部位については Figure1参!日空)。グリ セロール非添加

12.5%ポリアクリルアミドゲJレ(問 49:1)を用い、 25'C、 120Vで41時間電

気泳動を行った。

指基配列決定

SSCP法で現れた各バンドに相当する PCR増l儒産物の塩基配列を Taq

DyeDeoxy Terrninator Cycle Sequencingキットと 373ADNA Sequencer 

(Appued Biosysterns， Foster City， CA)を用いて決定した。 BeWoについて

はcloning/sequencing法で塩基配列を決定した。

Sequence-specific oligonucleotide (SSO) 

exon 3における塩基配列の相違部位の確認のためにSSO法を用いた。Table

2に示す 6種類の probeを設計した (これらの probeのDNA結合部位につい

ては Figure1参照)0exon 3の崎幅産物を digox.igenin-ddUTPでラベルした
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probeとハイブリダイズした(BoehringerMannheim， Mannheim， Germany)。

42"(40分間でハイプリダイズしたあと Table2で示した瓶j支で洗浄した。その

のち chemiluπunescentsystemとDIGLuminescent Detection悶t

(Boehringer Man凶 eim.Mannheim， Germany)で検出した。

統計解析

HLA-G対立遺伝子の旗度の男女差、 HLA-G対立遺伝子と他の HLA対立遺

伝子の閣の関連の有意差の有無はカイ二乗検定、および必要に応じ Fisherの直

接確率計算法で検定した。

<結果>

PCR-SSCP法による分類

exon 2については3種類、位on3については4種類、 exon4については 1

種類、 intron4については2種類のバンドパターンが観察された (Figs.2， 3， 4， 

5)oexon 2のバンドノTターンはG2-a，-b，-c、exon3のノ〈ンドノfターンはG3-a，

-b，-c，-d、intron4のバンドパターンは 14-a，-bととりあえず命名した。

日本人に典型的な 7種類の HLAハプロタイプを有する DNA検休それぞれも

これらのバンドパターンの組合せを示した。 7.0EはG2-a、G3-d、14-aの組合

せを示した。 BeWoはheterozygousでG2-a/-c、G3-c/-d、14-aの組合せを

示した。

各対立遺伝子の塩基配列決定

巴xon2、3、4、intron4の組合せから 4種類の対立遺伝子が存在することが

分かり、仮りに GJl、 GJ2、GJ3、GJ4と名付けた (Fig.1)。各対立滋伝子のバ

ンドパターンはTable3に示した。GJlの塩基配列は G*01011と、 GJ2の境基

配列は 7.0Eと一致した。 GJ3の塩基配列はこれまでに報告された対立遺伝子に

一致するものがなく 、今回公式に G*0104と命名された (Bodmeret a1. 1995、

Yamashita et al. 1996)0 Gキ0104はG*01011と比較して exon3に1塩基の

非同義置換を有していた (codonllOの第一塩基がロイシンからイソロイシン

に置換されていた)0G*01013についてはこれまでexon2と巴xon3の一部が

報告されているに過ぎなかった CMoraleset al. 1993)が、 GJ4のexon2、3

はそれに一致した。

PCR-SSO法による確認

exon 3には今回初めて 1境基の非同義置換が見つかったためSSO法にてさ
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らに線認した (Fig.6)。その結果SSOi;去にでも 4種類の対立遺伝子が明瞭に区
別された。

BeWoの塩基配列決定

SSCPi:去の結果、 BeWoのHlA-Gのexon2と巴xon3はG*01013と7.0E

のheterozygouSなノfターンを示した (Fig.7a、7b)oexon 2からの PCR増幅

断片をクローニングした後、 6個のクローンについて塩基配列を決定した。その

結果、 SSCP 法による予想に一致して、 G*01013 の配~IJ をもっクローンと 7.0E

の配列をもっクローンの両者が得られた。もともと G*01012はBeWoの

日λ-Gとして報告されたもので、7.0Eとはe.，xon2内に 1ヶ所 (position

1010)塩基の相違が存在するだけだった。そこで孜々は、 BeWoはこれまでの

報告のように G*01012のhomozygousではなく、 7.0EとG刊 1013の

heterozygousであること、G*01012のposition1010のTは誤りであり Cに

修正されるべきこと、と結論した (Yamashitaet al. 1997)。この修正は今回、

WHO HlA Nomenclature Committeeにより認められた (Bodmeret 31. 

1995)。

対立遺伝子頻度ーの解析

各対立遺伝子の頻度は以下の通りであった。GJl(G*01011):0.33、GJ2(7.0E. 

corrected G*Ol012) : 0.16、GJ3(G本0104): 0.45、GJ4(G*01013) : 0.06。
各対立遺伝子型の頻度分布は Hardy-W巴inbergの法則に従っていた。し、ずれの

対立遺伝子も男女間に額度差は認めなかった。

HLA-Gと他の HLAとの連鎖不平衡

HLA-Gの各対立遺伝子と HLA-A、-B、DRB1の対立遺伝子の問の連鎖不平

衡はTable4に示した。Gホ01011とA2、あるいは G*0104とA24のように、

HLA-GはHLA-Aとの聞に最も強い連鎖不平衡を示した。HIA-GはI-!LA-B、

DRB1との問にも逮鎖不平衡を示したが、 HLA-Aに比較すると弱かった。

日LA-Gは第6染色体短腕上に存在し、セントロメア側からHLA-DP，ーDQ，-

DR. -B，ーC，-E， -A， -G， -F の JI[~に並んでいる 。 従って染色体上I-!LA-G は

HLA-Aと最も距離的に近く、HLA-GとI-!LA-Aの連鎖不平衡が最も強いのは

合理的と思われた。

日本人に典型的な 7種類のI-!LAハプロタイプを有する DNA検体はそれぞれ

HLA-Gの4種類の対立遺伝子のうちの lつを有していたが、興味深いことに日

本人に最も煩度の高い上位4種類のハプロタイプはすべて今回初めて報告され

たG*0104を有していた。実際上述のようにG*0104の対立遺伝子頻度は 0.45
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と、 4種類の対立遺伝子の中で最多であった。これらの結果と、 54人の健常ー日

本人の結果を総合して、日本人に典型的な 7種類の[--JLAハプロタイプはTable

5に示すような HL4._-G対立j宣伝子を有すると考えられた。

<考察>

母体にとって半同種移緬片である胎児が矩絶されないで子宮内で発脊する現

象は従来の移徳免疫学では説明できず、何らかの特殊な免疫学的妊娠維持機構

の存在が示唆される。この機構として、現在2つの機序が考えられている。l

つは、母体の胎児に対する移植免疫反応が低下しているとする考え方で、母体

免疫反応抑制説と呼ばれる。もう 1つは母体の免疫細胞が)J古児や胎盤を認識し

て積極的に反応し、種々のサイトカインを分j必してそのネ ットワークを形成し、

胎盤絞毛の発育をコントロールしているとする考え方でイムノトロピズム説と

呼ばれる。

母体免疫反応抑制説については、胎盤tJ~毛の父系抗原に結合して母体細胞傷

筈性Tリンパ球が認識できないようにする遮断抗体や、母体リンパ球の受容体

に結合してそのリンパ球の活性を抑制する抗イデイオタイプ抗体、母体の抑制

性細胞が細胞傷害性Tリンパ球やNK細胞を抑制する細胞性免疫などの説があ

るが、遮断抗体や抗イデイオタイプ抗体が必ずしもすべての妊婦血中に存在す

るわけではないことから、この母体免疫反応抑制説だ‘けでは免疫学的妊娠維持

機構すべてを説明できなくなっている。

一方イムノトロピズム説であるが、 )J台自主局所のリンパ球を調べてみると抑制l

状態ではなくむしろ活性化状態にあり、胎盤において多くのサイトカインが合

成、分泌されていることがわかっている。妊娠初期の胎盤脱落族中の母体リン

パ球の大半を占める、大W:Il粒リンパ球が紋毛細胞を認識すると活性化し、 IL-l

やTNFー α、interferon(IFN) -yなどのサイトカインを分位、する。これらサイ

トカインは脱落膜中の間賞細胞やマクロファージに働き、これら細胞からの

macrophag巴colonystirnulating factor (M-CSF)、glanulocyte-rnacrophag巴

colony stimulating factor (GM-CSF)、IL-3などのサイトカイン分j，Q'.を促す。

これらのサイトカインは紋毛細胞の成長や発達を促進し、 )J台盤の形成を促進す

る。さらに、 IL-lやM-CSF、GM-CSFは繊毛細胞からの humanchorionic 

gonadotropin (hCG)の分泌、を促進し、 hCGが卵巣からの estrogenや

progesteroneの分泌を促し、こららのホJレモンがキラー細胞抑制作用や脱落膜

間質細胞刺激作用を介して妊娠の維持に内分泌学的にも関与している。このよ

うな、サイトカイン・ホルモンネットワークを介する胎量産局所の反応をイムノ

トロピズムと呼んでいる。
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子宮外妊娠は、妊娠が子宮内だけでな く卵管や卵巣、 )j夏膜表面でも成立する

事実を示している。このことから、妊娠維持免疫反応応‘を誘発する最J初初ザ切jの信

子宮ではなo胎台児胎盤側が出していると予想想、さオれLる。胎児側組織である紋毛細
胞が古典的 HLI¥クラスI抗原を発現しておらずHLA-Gのみを発現しているこ

とから、 HLI¥-Gがその最初の信号ではないかと注目されてきた。HLA-Gの妊

娠免疫における役割を検討するため、我々はまず妊娠合併症の 1つである妊娠

中毒症と HLA-Gとの関連を検討したところ、上lL久ーG抗原が妊娠中毒症患者の

胎盤減毛組織では島状に発現していないことが示された (Haraet a1. 1996)。し

たがってHlA-Gの発現の減少が妊娠中毒症の発症に関与ーしている可能性が示

唆され、正常の妊娠維持にT丑λ-Gが必要であると考えられたo さらに我々は、

HLA-Gが末梢血単核球のサイトカイン分泌に与える影響を検討した結果、

HlA-G を発現している細胞と末梢血単核球を共培養すると、末fì~血単校球が分

泌する IL-lとIL-1s は噌加するのに対し、 TNF-α は減少することを示した
(Maeuma et al. 1997)。このように HLA-Gは末梢I血単核球のサイトカイン分倍、

能に影響を与・えていることが判明したが、胎盤局所においても同様に母体免疫

細胞に影響を与え、妊娠に有利となるようサイトカイン環境を調節している可

能性が考えられる。これらの点から、 E江A-Gが妊娠維持免疫において重要な役

割lを演じている可能性が高いと考えられる。

母体組織に侵入してゆく )j古児組織 =減毛細胞が多型性に富む古典的 HLAク

ラス I抗原を発現していないということは、母体Tリンパ球に同種移植片矩絶

反応を起こさせないための必要条件であるが、一方クラス I抗原を発現していな

い細胞は NaturalKiller (NK)細胞から“非自己"として攻撃を受ける筈であ

る。しかしここに多裂性に極めて乏しい HLA-Gが存在することにより NK細

胞からの攻!躍をも逃れ、母体内に生着できると考えられる。実際、 HLAクラス

I抗原を発現していない細胞にHlA-G遺伝子を導入すると NK細胞に対する抵

抗性が増すという報告がある (Chumbleyet al. 1994)。この際、HlA-Gの多

型性の乏しさがNK細胞からの攻撃を抑制するのにÆ:~であり、妊娠維持免疫

反応にとってこのような HLA-Gの特徴が本質的に重要であると考えられてい

る。

Geraghlyらによる最初のHlA-Gの報告 (Geraghtyet al. 1987)以来、い

くつかのHlA-G対立遺伝子の報告がなされてきた。コーカソイドにおいては

Mora.lesらが4種類の対立遺伝子を報告したが (Moraleset al. 1993)、その

うちの lつ、 G*Ol03だけが非同義置換を有していた。しかしこの G*0103は

極めて稀な対立遺伝子であった。また 7.0E(corrected G*01012)はG*0101l

と比較していくつかの塩基註換を有していたが、アミノ酸配列については

G*01011と一致していた (11畑出巴tal. 1993)。すなわちこれまでHlA-Gに

7 



はタンパクレベルの多型性がほとんどまったく存在しないとされてきたことに

なる。しかし、アフリカ系アメリカ人のHlA-Gについては古典的クラス I遺伝

子同様多型性に富むとの報告がなされ (v出 derVen and Ober 1994)、この

ことはこれまでの Hlλ-Gに関する概念を援すばかりでなく、NK細胞との関係

など妊娠維持免疫反応への HL々 Gの関与の機序に関する基本的認識の変更を

迫るものであった。

そこで今回我々はこれまで系統的な解析のなされていない日本人における

HlA.-Gの多型性を解析した。その結果、健常日本人には G*01011、7.0E

(corrected G*01012)、G*01013、G*0104の4種類の対立遺伝子が存復する

ことが示された。その中の G*0104は巴xon3にアミノ駿置換を有する、今回

初めて報告された対立遺伝子であり、しかも G*0103のように稀ではなく日本

人において額度が0.45と最も高頻度で存在した。これは、HlA-Gの事実上の

初めてのアミノ酸多型の報告となった。

intron 4についてはこれまでの報告と一致する 1塩基置換以外の新しい変異

は存在せず、またこの境基置換は stopcodonの下流に存在した。従って分泌型

HIA-Gの産生に影響を及ぼす可能性のある変異は今回発見されなかった。

以上から、日本人のHlA-Gはコーカソイド系集団での報告と同様に多型性
に乏しいと結論した。アフリカ系アメリカ人との差については追試が必要と考

えられるが、それが事実であればレトロウイルスの差など居住環境の違いによ

るselectivepressureの相違が原因かもしれないが不明である。

HlA-Gが妊娠免疫においてどのような役割を演じているのか、特にHlA-G

の多型性の乏しさが妊娠免疫において重要であるか否かの検討のためには、今

後妊娠免疫の破綻が原因のーっと考えられている疾患である習慣流産、妊娠中

毒症、子宮内胎児発育遅延、不妊症などの患者の HlA-Gを解析することが必

要である。

8 
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Figure legends 

日g.1. HlA-G巴xon2、3、4、intron4の温基配列。Nucleotideposition 

number はGeraghtyらによる (1987)。大文字は exon内、小文字は

intron内の塩基であることを示す。ダッシュは G*0101lとの一致、

アスタリスクは欠落、下線は PCRprimerの結合部位、 *IIJぃ矢印は市1]

限酵素 EcoNIの切断部位、太い矢印は G*01012の修正底」島、 exon3

内のボックスは 6個のSSOprobeの結合部位、 intron4内のポ 1クス

はstopcodonを意味する。

Fig. 2. r.江A-Gexon2のSSCPo3種類のバンドパターンとその組合せを認
めた。バンドパターンはそれぞれ以下のように命名した。Lane1: 

G2-a， Lane 2: G2-b， Lane 3: G2-c， Lane 4・G2-a/-b，Lane 5: G2-

a/-c， Lan巴6:G2-b/-c。

Fほ.3. HLA-G exon3 の SSCP~ 4種類のバンドパターンとその組合せを認

めた。バンドパターンはそれぞれ以下のように命名した。 Lane1: 

G3-a， Lane 2: G3-b， Lane 3: G3-c， Lane 4: G3-d， Lane 5: G3-a/-b， 

Lane 6: G3-証/-c，Lane 7: G3-a/-d， Lane 8: G3-b/-c， Lane 9: G3-

b/-d， Lane 10: G3-c/-do 

Fig. 4. HLA-G巴xon4のSSCPo1稜類のバンドパターンしか認めなかった。

Fig. 5. HlA-G intron4のSSCP02種類のバンドパターンとその組合せを認

めた。バンドパターンはそれぞれ以下のように命名した。 Lane1 

G*01011; Lane 2: G*01012; Lane 3: G本01013;Lane 4・G*0104。

Fig. 6. HlA-G exon3のSSOoS釦TlplenO.1 : G*01011を有することが

DNA直接;版制日夕IJ決定法で確認された検体をG-Ex3-8C、-50A、ー57C

の陽性コントロールとして、またG-Ex3-8T、-50T、一57Aの陰性コ

ントロールとして用いた。nO.2: 7.0EをG-Ex3-8T、 -50T、-57Aの

陽性コントロールとして、また G-Ex3-8C、一50A、-57Cの陰性コン

トロールとして用いた。110.3-12:SSCPの各バンドパターンを示し

た4食f本(no.3:G3-a; 00.4: G3-b; nO.5: G3-c; no.6: G3-d; nO.7: G3-
a/-b; nO.8: G3-a/-c; nO.9: G3-a/-cl; nO.10: G3-b/-c; nO.11: G3-

b/-d; nO.12: G3-c/-d)。



Fig. 7-1. BeWoのF丑A-Gexon2のSSCPo G本01013とcorrected

G*01012 (7.0E)のhet巴rozygousなノてンドパターンを示した。

Lane 1: G*01013; Lane 2: BeWo; Lane 3: corrected G*01012 

(7.0E); Lane 4: G*01011。

Fig. 7-2. BeWoのHlA-G~"on3 の SSCPo G*01013とcorrected
G*01012 (7.0E)のheterozygousなバンドパターンを示した。

Lane 1: Gキ01013;Lane 2: BeWo; Lane 3: the corrected 

G*01012 (7.0E); Lane 4: G*OlOl1; Lane 5: G*Ol04. 
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Fig.2 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
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Fig. 7 -1 
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