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日本における肥大型心筋症の遺伝学的異質性
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Familial　hypertrophic　cardiomyopaしhy　（FH：CM）is　t二hought二t二〇　be　caused

by　missense　muしat二ions　in　cardiac　β一myosin　heavy　chain　（β一MHC）　gene

in　30～40％　of　affect二ed　Caucasian　individuals．　On　t二he　Oしher　hand，　iし

has　been　report二ed　thaし　Japanese　FHCM　is　closely　linked　t二〇　DNA　marker

PALB　on　ch：romosome　18q　by　linkage　analysis．　TherefOre，　in　order　t二〇

elucidaしe　the　eしiological　significance　of　missense　mut二aしions　in　β一

MHC　gene　in　Japanese　HCM　patients，　we　have　invesしigat二ed　しhe　sequence

variaしion　in　exon　3　t二〇　25　0f　β一MHC　gene　from　16　mulしiplex　FHCN

kindreds　and　28　sporadic　pat二ienしs　by　polymeraSe　chain　reacしion－

single　st二rand　comformat二ion　polymorphism　（PCR－SSCP）met：hod．　In　しhis

sしudy　we　demonsしrated　one　missense　mut二at：ion　（codon741：GlyGGG→A「9AGG）

in　only　one　kindred　among　16　multiplex　Japanese　kindreds　wit：h　FHCM．

Two　synonymous　mutations　（codon715：’］v「yTAC→T「yTAT，　codon989：　IleATT→

IleATC》　are　demonst二rated　in　anot二her　kindred．　The　same　mutaしion　in

codon989　is　also　det：ect二ed　in　one　sporadic　paしient二．　Furt二hermore，　we

performed　linkage　study　wiしh　しwo　DNA　markers　（F13B　on　chromosome　lq，

DIlS916：AMF185yal　on　chromosome　llp－q）which　are　recent二ly　report二ed

t二〇　be　linked　wit：h　FHCM・　Three　and　four　families　showed　staしistically

negat二ive　linkage　wiしh　F13B　and　D11S916（AMF185ya1），　respectively．

These　resulしs　suggest二しhat：several　responsible　genes　for　HCM　may

　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

ex■st二■n　Japanese　and　principal　responsible　gene　for　Japanese　HCM　is

different二from　iし　for　Caucasian　HCM．
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　Caucasian家族性肥大型心筋症（FHCM）患者において，30～40％の患者が心筋

ミオシンβ重鎖（β一MHC）遺伝子のmissense・mutationを原因としていると考え

られている．一方本邦においては，連鎖解析により日本人FHCM患者が，18番染

色体上のDNAマーカー“PALB”と密に連鎖することが示されている．よって

日本人肥大型心筋症（HCM）患者において，心筋β一MHC遺伝子のmissense

mutationがどれほど関与しているかを検討するために，日本人FHCM　l　6家系，お

よび孤引例28名を対象に，心筋β一MHC遺伝子のexon3から25にかけて，塩基配

列の多型をpolymerase　chain　reaction－single　strand　coinformation　polymorphism

（PCR－SSCP）法を用い検討した．その結果，日本人FHCM　16家系中1家系にのみ

missense　mutation（　コドン741：　GlyGGG→A・gAGG）を認めた．また2種類の

synonymous　mutation（　　コドン715：　TryTAC→TryTAT，コドン989：11eATT→

n・ATC）を別の一家系に認めた．またコドン989に認められたmutationと同じ

mutationを1孤発例に認めた．更に最近Caucasian　FHCM　において疾患との連鎖

が報告された1番染色体上のDNAマーカーF13B，11番染色体上のDNAマーーカー

DllS916（AMF185ya1）を使用し，連鎖解析を行った．その結果F13Bでは3家系に

おいて，DIIS916（AMFI85ya1）では4家系において連鎖が否定された．これらの

結果より日本人HCMには何種類かの原因遺伝子が関与しており，主たる原因

遺伝子がCaucasianHCMとは異なることが示唆された．
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緒言

　肥大型心筋症（hypertrophic　cardiomyopathy：

以下HCM）は原因不明の心筋の肥大を特徴とし，

心血行動態的，電気生理学的な異常をきたす疾

患である．10年生存率は成人例で約80％，小児

例で約50％とされており，成人例では突然死が

全死亡の半数近くを占める1）2）．若年発症例や

家族歴のある症例（家族内発症例）の予後が悪い

ことが知られているが，心電図学的，形態学的，

また症状の有無などにより予後を推測すること

は現在困難とされている3）”5）．無症状例は突然

死の剖検にて初めてHCMと診断されることも

あり，これらの患者をいかに発見し，適切に指導

するかが重要であるが，必ずしも容易なことで

はない．一方，HCMはその半数の症例で家族内

発症が認められ，多くの例で常染色体優性遺伝

の形式を取ることが知られている6）．この群は

家族性HCM（以下FHCM）と定義されている．

発見，早期治療に用いようとする試みがなされ
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てきた．Seidmanらのグループは，フランス系カ

ナダ人の大規模なFHCM家系について，14番染

CIR－L436を用いて検出したRFLP（restriction

の連鎖検定を行い，疾患がD14S26と，密に連鎖

していることを報告した7）．同時期に心筋ミオ

シンβ重鎖（β・myosin　heavy　chain：以下

とが報告され8），Seidmanらは心筋β一MHC遺伝

子に対し解析を行い，その結果心筋β一MHC遺伝

家系を報告した9）．

　以来心筋β一MHC遺伝子の解析が欧米を中心

に多くの施設でなされるようになり，その結果

告されているlo）一12）．また置換されたアミノ酸

の性質と疾患の浸透率や予後が密接な関係を持

つとの報告もなされており10）i3），遺伝学的に

へ

新たな予後規定因子を決定できる可能性が示唆

されている．一方他のDNAマーカーとの連鎖が

報告されている家系も存在し14）噂16），本症の遺

伝的多様性が示唆されている．本邦でも連鎖解

析により同疾患の原因遺伝子が18番染色体上

に存在する可能性が示唆されているが，HCMが

遺伝学的に多様性を持つ疾患であり，また各家

系が小規模なものであることより，連鎖解析と

いう確立論的手法のみで原因遺伝子を同定する

ことは難しい．また各家系のlod値が有意なも

のでないことは，必ずしも疾患との連鎖を否定

しない．しかし本邦HCM患者における心筋β

一MHC遺伝子内の異常の有無を，連鎖解析以外

の手法で直接検索した大規模な報告はほとんど

ない．よって本研究では，日本人HCM患者を対

象に（孤発例を含む），報告されているほとんど

coding　sequenceをPCR－SSCP法で直接検索した．

また最近疾患との連鎖が報告された且3）14）1番，
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のみ心筋β一MHC遺伝子のmissense　mutation

が認められ，孤発例にはmissense　mutationは

ることが示唆された．また1番，11番染色体上の

れなかった．

対象と方法

対象

　北海道大学循環器内科でフォローされ，家族

10名，正常者45名（図1），および孤発例と思わ

れる28名を対象とした．あらかじめ用意した問

診表に従い自覚症，既往歴を調査した．高血圧性

（140／90mmHg以上）の既往のあるものは除外

した．またアミロイドーシスなどの二次性心筋
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症も除外した．HCMの診断は12誘導心電図，心

エコー図法によって行った．左室壁厚の測定は，

心エコー図法により左室短軸断面を用い，腱索

および乳頭筋レベルで計測した．診断基準は；

1）心室中隔前部の壁厚が13mm以上で，中隔の

後壁に対する壁厚の比が1．3以上であるもの．

2）自由壁厚が15mm以上で，壁厚最大部の壁厚

最小部に対する比が1．5以上のもの．3）左心室

加えて，4）肥大が心尖部に限局し，12誘導心電

認めたものとした．境界型は中隔心室前部の壁

未満のものとした．尚，各対象よりインフォーム

ドコンセントを得た後，末梢血を採血した．

図1
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細胞より高分子DNAを抽出し回収した．また残

りの1例については既死亡例であったため，パラ

（計23exon），各exonを挟むように設計した．

8μMのdNTP，Pfu　DNA　polymerase（Stratagene），1X

Pfu　reactin　bufferより構i成され，15μ1に調整し

た．反応はden・atur・ation（95℃，lmin），annealing（50℃65℃，

1miガ3min），extension（76℃，1min）の条件で30サイクル，

programable　heat　blockで行った（DNA　thermal

cycler，Perkin　Elmer　Cetus）．

Single　Strand　Comformation　Polymorphism

1

，へ

（SSCP）法によるDNA多型の検出17）

　反応終了後の溶液15μ1に60μldenaturing

0．05％BPB，0．05％XC）を加え，95℃，5分加

熱後氷冷し，4μ1を5％非変性ポリアクリルア

ミドゲル（5％のグリセロールを含む）．で，0．5Xの

TBE　bufferを使用し4’v5時間，40Wで電気泳動

した．結果はゲルを乾燥した後オートラジオグ

ラムにて観察した．

直接塩基配列決定法

は，直接塩基配列決定法で塩基配列を決定した．

30pmole（Ex19－5’　，5’　一TCCTCCTACTTCCTTC

TTGC－3’　；Ex19　一一　3’　，5’一GAGCTTCTGGTGCAC

CCTC－3’：Ex20　一一　5’，5’　・一　GGATCTGCAGGTGAC

CCTGAAT－3’　；Ex20－3’　，5’　一ACAACAGGAAAA

GCATCAGAGG　一一　3’　：Ex24－5’　，5’一AGCATGGAC

CTTGACATGGAG－3’；Ex24－3’，5’　一一・　GGGCACA
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GATAGACATGGCAT　・一3響）を含む50μ1の系で

増幅した目的のexonを，2％アガロースゲル電

electroelution法によりDNAを回収し，これを

直接sequencing－templateとした．se，q　uencing

32 o一γATPで5’末端ラベルし用いた．primer

l．2pmol，sequencing－template　O．01pmolを

使用し，Circum　Vent　Thermal　Cycle　Dideoxy

DNA　Sequencing　Kit（New　England　Biolabs）を

用い反応を行った．反応終了後の溶液にstOP

solutionを加え加熱変性後，7M尿素／6％変性

を用い電気泳動を行った．ゲルを乾燥後オート

ラジオグラムで塩基配列を決：定した．

して，正常塩基配列に特異的なoligonucleotide

A一

probe（Ex20741G，5’　一AGCAGGAAGGGGGCAGA　G

A－3t），変異塩基配列に特異的なoligonucleotide

A－3’）を合成した．変異の認められた患者家系に

おいて，家系内の患者，非患者のゲノムDNAから

各20pmoleのprimerを用いPCR法にてgxon20を増

幅した．各増幅された検体にNaOHO．4M，EDTA

10mMとなるように加え，100℃，10分加熱後，dot

blotterを用いcharged　nylon　memblane（HybondN

plus，Amersham）にalkali　blotした．blotした

membraneを　6XSSC，10XDenhardt曾ssolution，1％SDS，

500μg／ml変性鮭精子DNA溶液に入れ，30℃，8

時間prehybridizationを行い，この溶液に5璽末

端を32P一γATPで標識し．たoligonucleotide　probe

2．5pmolを加え30℃，8時間hybridizationを行っ

た．hybridizationはEx20741G，Ex20741A両probe

に対して独立して行った．洗浄は6XSSC，0．1％SDS

溶液を用い室温，15分を2回，その後60℃，15分

を2回行った．結果をオートラジオグラムにて観

察した．
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連鎖解析

番染色体上のtetr　anucleotide　repeat，dinucleotide

repeatのDNAマーカーF13B18），DllSg16（AMF

185ya1；Genbank：Z16809）を既報の条件で増

幅し，5％変性ポリアクリルアミドゲル（含7M

た．ゲルを乾燥後オートラジオグラムにてPCR

フラグメントの多型を検出した．検出された多

di　sease　penetr　an　ce90　9e　，　disease

19）．各多型の頻度は，非疾患者である配偶者24

名より算出した．また本症は年齢依存性の発症

様式を示すので16才以上の症例を対象とし，病

歴不明な第一世代については常染色体優性遺伝

形式を示すこと，第二世代に2人以上の症例を有

することにより，いずれか一方を発症者として

計算した．
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結果

とるコンフォーメーションの差を，非変性ポリ

アクリルアミドゲルによる電気泳動度の差とし

て検出するものである17）．FHCM16家系，孤発

た結果，exon19，20，24にのみ疾患に一致して

塩基配列の多型が認められた（図2）．家系VII

バンドが，患者には非患者に認められた2本のバ

ンドに加え，さらに2本のバンドが認められた

（図2－a，b）．家系VIIと孤発例患者1例におけ

患者に1本のバンドが，家系VIIの患者にこのバ

ンドに加え更に1本のextraバンドが検出され，

孤発例ではextraバンドのみが検出された（図
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2－c）．これは家系VIIの患者がexon24の多型

図2

析

を明らかにするために，多型の認められた非患

接塩基配列決定法で決定した．家系XIにおける

exon20の解析では患者DNAのcodon741（exon20）

に生じていることが判明した（図3－a）．この置
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の多型の解析では，codon715（exonlg）とg8g

mutationが認められた（図3－b，c）．しかし

これらのmutationはアミノ酸：置換を伴わない

ものであった（codon715：Ty「TAC→Ty「TAT，codon989：

He

図3

であることを確認するために，家系XIの構成員

患者で正常者より弱いシグナルが認められ，変

異塩基配列に特異的なprobe（Ex20741A）を



，tf　rx ，rx

hybridizeさせた場合，患者にのみシグナルが

認められた．この結果は患者が変異塩基配列に

的であることを示している．

図4

4）連鎖解析

リルアミドゲルによる解析の結果，F13Bでは3

種類の多型が認められた（図5）．各個人のマー

とのθ＝0．001におけるlod値が．2．0以下とな

り連鎖が否定された（表1）．また各家系のlod値

の最高値は3以下であり，有意な連鎖を示す家系

は認め　ら　れなかっ　た．
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図5，表1

考案

象とした心筋β一MHC遺伝子のexo，　n3’v25内

の異常を検索した結果，心筋β一MHC遺伝子内

の　missense　mutationを　認、め　た　の　は　FHCM16

家系中1家系にのみであり，また孤発例には認め

告されたmiSSenSe　mUtatiOnのほとんどは心筋

β一MHC蛋白のhead部からhead－rod　junction部

をコv…一一ドしているexon3”25内に認められて

結・合部位，myosin　light　chain（MLC）との

く運動する部位である（図6）20）．
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図6

この部位のアミノ酸配列はtail部に比べ，種を

超えてかなり確実に保存されており，この部位

白の機能に大きな影響を与えていると考えられ

されているが21），この異常を有した4名の内，1

名しかHCMを発症しておらず，この部位の異常

が心筋β一MHC蛋白の機能にどれほど影響して

いるかは極めて疑問である．よって本研究では

因となる心筋β一MHC遺伝子の異常をほぼ確実

系において報告されたものと同一のものであり

22）

siteをコードしているexon20内に生じていた．
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リシン→アルギニン）に変化しており，蛋白分子

の構造上，機能上大きな変化をもたらしたと考

えられる．実際Epsteinらはin　vitro　mortility

aSSeyで，正常とmiSSenSe　mUtatiOnを有する

β一MHC蛋白の速度が正常に比べ低下している

ことを報告している23）．またアミノ酸の電荷の

missense　mutationの中でも，アミノ酸の電荷

が変化する家系では，変化しない家系と比較し

症状が重く，早期に発症し，浸透率が圃

が悪いことが報告され10）13），蛋白の機能面で

の変化の強弱が予後に影響することが示唆され

ている．我々の症例でも小規模な家系ではある

が，発症者は2名とも治療を要する不整脈を有し

ており，抗不整脈薬の内服を受けている．既に死

亡しているため調査の出来なかった2名の患者

施行されており，予後が悪いというこれまでの
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報告と一致した．また本家系における連鎖解析

カーに対し，lod値は，殆ど0か0以下であり，心

た1家系（家系VII）が存在したが，この変異は

DNA　sequence上，新たな転写開始部位や，ス

プライシング部位を生じておらず，HCM発症の

原因となるとは現時点では考えにくい．ただこ

られており，一般的な多型や家系内の単なる多

RNAや蛋白レベルでの検討が必要であろう．

e”””h ！へ

1対象とした報告と比較すると10）層12）・本邦にお
l
l

1

　　遺伝子との連鎖が認められなかったとする報告

　　もあるが24）N26），本疾患は遺伝学的多様性を持

　　ち，また小規模な家系を対象とする場合，単純に

l　missense　mutationの関与が少なく，本邦にお

1　ぼ確実に示された．しかし主たる遺伝学的原因

J　Caucasian　FHCMとの間で，全体として疫学的l

i

豫
馨
餐
蒙
譲
鐘
鰐

灘
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に明らかな予後の差がないことは興味深いこと

である．心筋の病理組織学的検討では，正常者，

心筋β一MHC遺伝子のmissense　mutationを原

白の量に差がないこと，偏光顕微鏡による検討

でも心筋細胞の構造に差がないことより，心肥

大がβ一MHC蛋白の機能異常に伴う二次的なも

のではないかという報告がある27）．この報告は

他の蛋白の機能異常においても同様に，二次的

示唆している．また遺伝学的要因のみではなく

環境や物理学的要因が心肥大を促進している可

能性も考えられる．心筋β一MHC遺伝子の異常

を原因とする家系XIでは，2名の閉塞型患者と

2名の非閉塞型患者を含んでいたが，我々の家系

ではこの他にも家系内で明らかに形態学的に異

1，XIV：心尖部肥厚と非対称性中隔肥厚，家系

IV・V，X，XII：側壁肥厚と非対称性中隔肥厚）
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，1つの遺伝学的な原因のみで肥大様式や程度が

決るものではないと考える．経時的な観察より

心尖部肥厚型の非対称性中隔肥厚型への変化を

認めた報告や28），高齢発症例では軽症高血圧の

合併頻度が高かったという報告は29），遺伝学的

素因はHCM発症の最も重要な要因ではあるが，

他の因子により修飾を受けている可能性を示唆

している．以上より考えると疫学的な予後は，原

因遺伝子の種類ではなく，二次的に心肥大を引

（遺伝学的素因）とその他の修飾因子に密接に相

関している可能性があると考える．だが現在心

筋β一MHC遺伝子以外の原因遺伝子は同定され

ておらず推測の域を出ない．

系に対しては，RFLPによる連鎖解析で，疾患と

連鎖が当科，および九州大学を中心とするグル

ープより報告されており且6）30），両施設より報

告された組i換え率0でのlod値の合計が7を超え
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伝子がある可能性が示唆されている．またマイ

クロサテライトを利用した大規模家系における

連鎖解析により，新たな原因遺伝子が1番染色体

長腕，11番染色体短腕から長腕にかけて存在す

る可能性をそれぞれ別のグループが報告してい

る14）15）．本研究でも報告されたマーカーを使

用し連鎖解析を行い，完全に連鎖の否定できる

低値な家系の存在も考えあわせると，一部lod

値が高値な家系も存在したが，本邦においてこ

合は低いと考える．しかし多数の連鎖を示す遺

原因遺伝子の関与が強く疑われ（例：本研究に

おける家系XI），そのような家系において，家系

の規模の拡大や，lod値が高値であったものを

ト■■

■■　
　
日

””””’i

多数集め，近傍のマーカーに対し連鎖を検定し

ていくことが必要であろう．

結語

いる家系が存在することを示した．

遺伝学的原因が異なる異なる可能性が示された．

された1番，11・番染色体上のDNAマーカーを使

用した連鎖解析では，完全に連鎖の否定できる

家系，lod値の低い家系が多数存在し，同部位に

と考えられた．
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Table　1．　Linkage　analysis　of　16　FHCM　multiplex　families
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Lod　scores　between　FHCM　and　a　DNA　marker　at　a　recombination

fraction　（e）　are　culculated　at　the　disease－penetrance　of　90g

and　disease－prevalence　of　O．OOO2．
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．Figureユ．Family　pedigrees　of　16Japanese　multiplex　families　with　FHCM．

Squa：res　and　circles　represent二male　and　female　respectively．

Closed，open，specked　and　st二ipPユed　sy：mbols　represent　affect二ed，

unaffecしed，borderline　and　disease－stat二us　unknown　individuals，

respecしively．†　sym上）ols　represent　death．GenOt二ypes　Of　F13B（bottom

left）　and　AMF185ya1（bott二〇m　right）　indicated　for　each　subゴect二s．

Figure　2．PCR－SSCP　analysis　of　exon19，20，240f　cardiacβ一MHC　gene．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の
a）SSCP　analysis　of　PCR　producしs　of　exon　19　from　members　of　family

VILb）　SSCP　analysis　of　PCR　producしs　of　exon　20　from　members　of

family　XI．c）　SSCP　analysis　of　PCR　products　of　exon　24　from　members

of　family　VII　and　one　sporadic　pat二ient二．Affect：ed　and　unaffecしed，and

sporadic　individuals　are　indicat二ed　by　A，N，and　SP　respectively．

Individuals　are　idenしified　by　pedigree　number　represenしed　on　Fig

1．Arrowheads　indicate　ext二ra　bands．工n　addiしion　t二〇　normal　bands

det二ected　at　lane　N，oしher　ext：ra　bands　are　det二ecしed　at二lane　A．　At：Lane

SP　only　ext二ra　band　is　visible．

Figure　3．　Direct　sequencing　analysis　of　exon19，20，24　of　cardiac　B－MHC　gene．

a）Sequencing　ladders　of　PCR　product二s　o：E　exon　20　from　one　affect二ed

member　and　one　unaffeeted　member　of　family　XI．b）Sequencing　ladders

of　PCR　products　of　exon　19　from　one　affected　member　and　one

unaffect二ed　member　Of　family　VII．c）Sequencing　ladders　of　PCR　product二s

of　exon　24　from　one　affect二ed　and　one　unaffect：ed　member　of　famiユy　VII

and　those　from　one　sporadic　patient．Affected，unaffected　and　sporadic

individuals　are　indicaしed　A，N，and　SP，respectively．　Nucleot二ide

subst：iしut二ions　indicated　by　arrowheads；G　t二〇　A　subst二it二ution（a），C　t二〇　T
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subst二iしut二ion（b），T　t二〇　C　substitut二ion（c）．　Exしra　bands　are　detecしed　in

t二he　affected　buし　not　in　t二he　unaffect二ed．　Boしh　normal　and　ext二ra　bands

are　det二ect二ed　in　t二he　affect：ed　of　family　X工　and　VII　and　these　result二s

suggest二　t：hat：t：hese　mut二aしions　are　het二ero客’ygot二e．工n　one　sporadic

paし：Lent　only　ext二ra　band　is　▽isible　and　しhis　suggest　しhat：しhis

muしaしiOn　is　homozygot二e．

Figure　4．　Dot　blot　hybridization　with　allele－specific　oligonucleotide　probe．

PCR　product二s　of　exon　20　from　members　of　family　X工　were　hybridized

wit：h　bot：h　normal　（ex20741G）　and　muしant：　（ex20741A）probes．Affect二ed

and　unaffecしed　individuals　are　indicat二ed　A　and

N，respecしively．lndividuals　are　ident二ified　by　pedigree　number

represenしed　on　Fig　1．Only　PCR　producしs　from　t二he　affected　are

hybridized　wit：h　mut二ant二probe，whereas　t二hose　from　t：he　unaffect：ed　are

hybridized　stronger　with　normal　probe　than　those　from　the　affected．

Figure　s．　Representative　electelectrophoresis　patterns　of　F13B　（tetranucleotide　DNA

marker　on　1　q）　and　AMFI85yal（dinucleotide　marker　on　11p－q）．

3　polymorphisms　and　llpolymorphisms　are　det二ecしed．Genoしypes　were

determined　as　following　examples．F13B：from　rightward；1／3，1／1，

1／3，1／！，！／2，1／1，1／3，1／2，1／3，1／2，1／2．DllS916（AIYIF185yal）：from

rightward；7／10，5／6，4／5，7／8，5／7，2／9，7／8，2／8，5／6，2／5，4／6，2／4，4／11．

．Fユgure　6．　A　schematic　diagram　of　the　normal　cardiacβ一myosin　heavy　chain　and

location　of　missense　mutations．

Sequence　t二hat　encode　しhe　iniしiat二ion　of　t二ranscript二ion（ATG），ATPase
置

，
｝
－
i
一
甚
、
爵
夢
昏
冒
一
’

　　　　　　　　　　　　　　　　　（　　　　　　　　　　　　　　’へ

act■v■しy（ATP），acしin　binding（Act：in　工　and　II），myosin　light－chain

binding（M：LC），and　hinge　funct二ion（Hinge）　are　indicaヒed．The　head　and

rod　reg「ions　of　t二he　encoded　polypept二ide　are　shown　aし　t：he　boししom　of

しhe　figure．Each　published　missense　muしaしions　are　shown　above　t二he

diagram．（modi　fied　from　paper　14）
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