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「コウチュウ目害虫抵抗性トウモロコシMIR604」に係る安全性確認(案) 1 
 2 
Ⅰ はじめに 3 

農業資材審議会は、コウチュウ目害虫抵抗性トウモロコシ MIR604（以下「MIR604」と4 
いう。）について「組換え DNA 技術応用飼料及び飼料添加物の安全性に関する確認の手5 
続」（平成14年11月26日農林水産省告示第1780号）に基づき審議を行い、平成19年6 
6月に、同第3条第1項による確認を行って差し支えないと判断した。 7 
平成 20 年 4 月、申請者より導入遺伝子の近傍配列について、以前提出した資料の塩基8 

配列との相違が認められたとの報告があったため、再度審議を行った。 9 
 10 

 11 
Ⅱ 確認対象飼料の概要 12 

飼 料 名       

性 質       

申 請 者       

開 発 者       

：コウチュウ目害虫抵抗性トウモロコシMIR604 

：害虫抵抗性 

：シンジェンタシード株式会社 

：Syngenta Seeds, Inc. on behalf of Syngenta Crop Protection AG and 

its affiliates 

 13 
MIR604 は、コウチュウ目害虫抵抗性を付与する改変 Cry3A たん白質（以下「mCry3A た14 

ん白質」という。）を発現する改変 cry3A 遺伝子（以下「mcry3A 遺伝子」という。）を15 
導入したものであり、コウチュウ目害虫に抵抗性をもつ性質を付与されている。 16 

 17 
Ⅲ 審議内容 18 
第１ 生産物の既存のものとの同等性に関する事項 19 
１ 遺伝的素材に関する事項 20 

宿主に用いた植物は、イネ科トウモロコシ属に属するトウモロコシ（Zea mays 21 
L.）でデント種に属する。MIR604 に導入された mcry3A 遺伝子は Bacillus 22 
thuringiensis ssp. tenebrionis に由来する（参考文献1）。また、形質転換体の選23 
抜マーカーとして導入されたマンノースリン酸イソメラーゼ（phosphomannose 24 
isomerase）遺伝子（以下「pmi遺伝子」という。）は大腸菌に由来する。 25 

 26 
２ 家畜等の安全な飼養経験に関する事項 27 

宿主であるトウモロコシ（デント種）の主な利用目的は飼料用であり、広範囲な家28 
畜等の飼養経験を持つ。 29 

 30 
３ 飼料の構成成分等に関する事項 31 

MIR604 の穀粒の主要構成成分（乾物重％）は、たん白質 10.44%～11.80%、脂質32 
2.65%～3.88％、ADF5.2%～5.5％、NDF12.9%～13.4％、灰分 1.50%～1.59％、炭水化33 
物82.8%～84.0％であり、茎葉部の主要構成成分（乾物重％）は、たん白質7.27％～34 
9.03％、脂質 1.37%～2.15％、ADF20.84%～28.1％、NDF37.41%～44.3％、灰分 3.46%35 
～4.43％、炭水化物84.4％～85.9%であった。 36 
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トウモロコシの穀粒の主要構成成分（乾物重％）は、たん白質 6%～15％、脂質 3%37 
～6％、ADF2%～11％、NDF6%～23％、灰分0.6%～6％、炭水化物74%～90％であり（文38 
献値、参考文献 2～6）、茎葉部の主要構成成分（乾物重％）は、たん白質 3%～12％、39 
脂質 0.3%～5％、ADF16%～42％、NDF20%～64％、灰分 2%～10％、炭水化物 76%～92％40 
であった（文献値、参考文献2、3）。 41 

 42 
４ 既存種と新品種との使用方法の相違に関する事項 43 

MIR604と既存のトウモロコシとの相違は、MIR604がmCry3Aたん白質の発現により44 
コウチュウ目害虫に対して抵抗性を示す点のみである。これらの点を除けば、MIR60445 
は既存のトウモロコシと同じであり、①収穫時期と貯蔵方法、②家畜等の摂取部位、46 
③家畜等の摂取量、④調製及び加工方法について相違はない。 47 

 48 
  以上 1.1～1.4 により、MIR604 の飼料としての安全性を評価するために、既存のトウモ49 
ロコシを比較対象として用いる方法が適用できると判断された。 50 
 51 
第２ 組換え体の利用目的及び利用方法に関する事項 52 

MIR604 は、mCry3A たん白質の発現によりコウチュウ目害虫に対して抵抗性を示し、53 
トウモロコシに被害を及ぼすウエスタンコーンルートワーム等のコウチュウ目害虫に54 
対し効果的な防除を行うことが可能となる。 55 

 56 
第３ 宿主に関する事項 57 
１ 学名、品種、系統名等の分類学上の位置付けに関する事項 58 

宿主はイネ科トウモロコシ属に属するトウモロコシ(Zea mays L.)で、MIR604 の作59 
出には交雑種を用いた。 60 

 61 
２ 遺伝的先祖に関する事項 62 

トウモロコシは、一般に、紀元前5,000 年のメキシコあるいはグァテマラが原産地63 
と考えられ、その植物学的起源は、育種過程でブタモロコシから派生したとする説が64 
有力とされている。 65 

 66 
３ 有害生理活性物質の生産に関する事項 67 

トウモロコシが有害生理活性物質を生産することは知られていない。 68 
 69 

４ 寄生性及び定着性に関する事項 70 
トウモロコシの家畜等に対する寄生性及び定着性は知られていない。 71 

 72 
５ ウイルス等の病原性の外来因子に汚染されていないことに関する事項 73 

トウモロコシに感染する病原体は知られているが、家畜等に対する病原性は知られ74 
ていない。 75 

 76 
６ 自然環境を反映する実験条件の下での生存及び増殖能力に関する事項 77 
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トウモロコシは栽培作物であり、我が国において自生したという報告はない。 78 
 79 

７ 有性生殖周期及び交雑性に関する事項 80 
トウモロコシは種子繁殖する一年生のイネ科作物である。品種や地域によって栽培81 

時期は多少異なるが、主に春に播種されて秋に収穫される。トウモロコシの近縁種に82 
はトリプサカム属及びブタモロコシがあるが、トウモロコシと自然交雑可能なのはブ83 
タモロコシのみである。なお、我が国においてブタモロコシの自生は知られていない。 84 

 85 
８ 飼料に利用された歴史に関する事項 86 

子実を直接飼料として利用するほかサイレージ用としても利用されている。また、87 
食品や工業製品の副産物も飼料として利用されている。 88 

 89 
９ 飼料の安全な利用に関する事項 90 

上記８のとおり、トウモロコシは飼料として安全に利用されている。 91 
 92 

１０ 生存及び増殖能力を制限する条件に関する事項 93 
現在のトウモロコシは、栽培作物として適するように人為的に高度に改良された作94 

物であり、人の助けなしに生存、繁殖することはできない。 95 
 96 

１１ 近縁種の有害生理活性物質の生産に関する事項 97 
トウモロコシの近縁種である他のトリプサカム属種において有害生理活性物質の産98 

生は報告されていない。 99 
 100 
第４ ベクターに関する事項 101 
１ 名称及び由来に関する事項 102 

MIR604 の作出には発現ベクターpZM26 が用いられた。pZM26 は pVictor を用いて作103 
成された。 104 

 105 
２ 性質に関する事項 106 

pZM26 の塩基数は 13,811bp であり、制限酵素による切断地図は明らかになってい107 
る。また、pZM26 に存在する全ての遺伝子の由来及び機能は明らかになっており、既108 
知の有害塩基配列を含まない。 109 

 110 
３ 薬剤耐性に関する事項 111 

pZM26 には、細菌中での選抜・維持のため、エリスロマイシン、ストレプトマイシ112 
ン及びスペクチノマイシンに対する耐性を付与する aadA 遺伝子が存在しているが、113 
この遺伝子は MIR604 に存在しないことが、サザンブロット分析によって確認された。 114 

 115 
４ 伝達性に関する事項 116 

pZM26 には伝達性に関与する、Pseudomonas 菌由来の VS1ori（参考文献 7）、E. 117 
coli 由来の ColE1ori（参考文献 8）及び Agrobacterium tumefaciens 由来の virG118 
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（参考文献 9）が含まれるが、いずれも伝達域が明らかであり、宿主植物以外に伝達119 
することはない。 120 

 121 
５ 宿主依存性に関する事項 122 

pZM26の宿主域は限られており、家畜等が宿主となることはない。 123 
 124 

６ 発現ベクターの作成方法に関する事項 125 
pZM26は、pVictorを基に、挿入遺伝子であるmcry3A遺伝子及びpmi遺伝子とこれ126 

らの遺伝子の発現に必要な調節遺伝子を組み込み作成された。 127 
 128 

７ 発現ベクターの宿主への挿入方法及び位置に関する事項 129 
pZM26のT-DNA領域がアグロバクテリウム法により宿主に導入された。 130 

 131 
第５ 挿入遺伝子に関する事項 132 
１ 供与体に関する事項 133 
（１）名称、由来及び分類に関する事項 134 

mcry3A 遺伝子は、B.t.t に由来するcry3A 遺伝子をもとに、トウモロコシでの発135 
現に最適な塩基配列（参考文献 10）に置換・人工合成（参考文献 11）され、さら136 
に、標的コウチュウ目害虫に対する抵抗性を高めるために改変した遺伝子である。 137 
pmi 遺伝子は、E. coli K-12 株からクローニングされたマンノースリン酸イソメ138 

ラーゼを産出する manA 遺伝子で、形質転換体の選抜マーカーとして用いられた139 
（参考文献12）。 140 

（２）安全性に関する事項 141 
B.t.t.については微生物農薬の有効成分として安全に利用されており、E. coli142 

は自然界に広く存在することが知られている。 143 
 144 

２ 遺伝子の挿入方法に関する事項 145 
 pZM26 は、pVictor を基に、挿入遺伝子である mcry3A 遺伝子及び pmi 遺伝子とこ146 

れらの遺伝子の発現に必要な調節遺伝子を組み込み作成された。宿主への導入はアグ147 
ロバクテリウム法により行い、導入後は、マンノースを添加した培地を用いて形質転148 
換体を選抜した。 149 

 150 
３ 構造に関する事項 151 

mcry3A 遺伝子のプロモーターはトウモロコシ由来の MTL プロモーター（参考文献152 
13）で、pmi 遺伝子のプロモーターはトウモロコシ由来の ZmUbiInt プロモーターで153 
ある（参考文献 14）。mcry3A 遺伝子及び pmi 遺伝子のターミネーターは A. 154 
tumefaciens由来のNOSである（参考文献15）。なお、これらのプロモーター及びタ155 
ーミネーターの塩基配列は明らかにされており、既知の有害塩基配列は含まない。 156 

 157 
４ 性質に関する事項 158 

MIR604 に導入された mcry3A 遺伝子発現カセット及びpmi 遺伝子発現カセットの各159 
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構成要素、由来及び機能を表１にまとめた。 160 
 161 

表 1 挿入遺伝子の各構成要素、由来及び機能 162 
構成要素 由来及び機能 

MTL 
プロモーター領域。トウモロコシ由来で、トウモロコシの根での発現に

適したプロモーターとして用いられた（参考文献13）。 

mcry3A 
B.t.t.由来の cry3A 遺伝子（参考文献 1）。トウモロコシでの発現を最

適化し、標的コウチュウ目害虫への抵抗性を高めるために改変されてい

る。 

NOS 
ターミネーター領域。A. tumefaciens 由来の nopaline synthase 遺伝子

のポリアデニル化配列（参考文献15）。 

 ZmUbiInt 
プロモーター領域。トウモロコシのpolyubiquitin 遺伝子由来で第一イ

ントロン領域を含む単子葉植物用プロモーターである（参考文献

14）。 

pmi 
マンノースリン酸イソメラーゼを産出する E. coli K-12 株由来の manA
遺伝子（参考文献 16）で、遺伝子導入された形質転換体の選抜マーカ

ーとして用いられた（参考文献12）。 

NOS 
ターミネーター領域。A. tumefaciens 由来の nopaline synthase 遺伝子

のポリアデニル化配列（参考文献14）。 

 163 
   【mcry3A遺伝子の機能】 164 
    mcry3A 遺伝子は、コウチュウ目害虫であるウエスタンコーンルートワーム及びノ165 

ーザンコーンルートワームに抵抗性を付与する597 のアミノ酸から成るmCry3A たん166 
白質を産出する。 167 

    土壌細菌である B.t.t.から単離された Bt たん白質は、特定の昆虫種に対して殺168 
虫活性を示す。感受性昆虫種が Bt たん白質を摂取して消化すると、特異なたん白質169 
消化によって活性ポリペプチド（コアたん白質）となり、昆虫の中腸表面の特異的170 
な受容体に結合し、イオンチャネルが形成されて消化器官が損傷を受け、死に至る171 
ことが知られている（参考文献 17～21）。この作用機作は B.t.t 由来の Cry3A たん172 
白質も同様である（参考文献 22～29）。なお、Cry3A たん白質は家畜等に対して健173 
康を害するような影響の懸念がないことが報告されている（参考文献30～31）。 174 

 175 
   【pmi遺伝子の機能】 176 
    pmi遺伝子は、391のアミノ酸から成るPMIたん白質を産出する。 177 

PMI タンパク質は、E. coli のマンノースリン酸イソメラーゼであり、MIR604 の作178 
出過程において、形質転換体の選抜マーカーとして用いられた（参考文献 12）。ト179 
ウモロコシを含む多くの植物細胞はマンノースを炭素源として生育に利用できないが、180 
pmi 遺伝子の導入により PMI たん白質を発現する細胞では、マンノースを利用可能な181 
フルクトース 6-リン酸に変換して生長することができるので、マンノースを組織培182 
養培地に添加することにより、形質転換体の選抜が可能となる。 183 
 184 

５ 純度に関する事項 185 
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     挿入遺伝子を含む pZM26 は、細菌におけるベクターの選抜及び増殖を通じて純化186 
されている。 187 

 188 
６ 安定性に関する事項 189 

MIR604 の各世代での挿入遺伝子の安定性を確認するため、mcry3A 遺伝子をプロー190 
ブに用いたサザンブロット分析を行ったところ、各世代において mcry3A 遺伝子が安191 
定していることが確認された。また、MIR604 における挿入遺伝子の分離様式を確認192 
するため、mCry3A たん白質の ELISA 分析、pmi 遺伝子と mcry3A 遺伝子に対する193 
TaqMan®PCR 分析を行ったところ、挿入遺伝子の分離比の実測値は期待値（3:1）と一194 
致し、MIR604 の挿入遺伝子はメンデルの分離法則に基づいて遺伝することが確認さ195 
れた。 196 

 197 
７ コピー数に関する事項 198 

サザンブロット分析の結果から、mcry3A 遺伝子、pmi 遺伝子及びこれらの遺伝子の199 
発現に必要な調節遺伝子が、トウモロコシゲノムに１コピー挿入されたことが確認さ200 
れた。 201 

 202 
８ 発現部位、発現時期及び発現量に関する事項 203 

MIR604 におけるmCry3A たん白質の発現量をELISA 法により測定したところ、生育204 
初期から収穫期（穀粒のみ成熟期から収穫期）までの mCry3A たん白質発現量の平均205 
値（n=3～4）の範囲は、葉 3.31μg/g fwt～23.27μg/g fwt、根 1.97μg/g fwt～206 
13.79μg/g fwt、全植物体 0.91～11.13μg/g fwt、穀粒 0.63μg/g fwt～1.37μg/g 207 
fwt であった。また、PMI たん白質の発現量を ELISA 法により測定したところ、生育208 
初期から収穫期（穀粒のみ成熟期から収穫期）までのPMIたん白質の発現量の平均値209 
（n=3～4）は、葉 LOQ～0.44μg/g fwt、根 LOQ～0.18μg/g fwt、全植物体 LOQ～210 
0.26μg/g fwt、穀粒LOQ～0.35μg/g fwtであった（LOQ：0.06μg/g fwt）。 211 

 212 
９ 抗生物質耐性マーカー遺伝子の安全性に関する事項 213 

pZM26 の T-DNA 領域外には、エリスロマイシン、ストレプトマイシン及びスペクチ214 
ノマイシン耐性を付与するaadA遺伝子が存在しているが、この遺伝子はMIR604には215 
存在せず、このことはサザンブロット分析により確認された。 216 

 217 
１０ 外来のオープンリーディングフレームの有無並びにその転写及び発現の可能性218 
に関する事項 219 
VNTi（version 9.0、InforMax 社）を用いた解析の結果から、MIR604に挿入された220 

T-DNA とトウモロコシゲノムの接合部分に、258 塩基からなる１つのオープンリーデ221 
ィングフレームが確認された。（参考文献 34）しかし、その上流には、転写に必要222 
なプロモーター配列が存在しないことから、このオープンリーディングフレームが転223 
写される可能性は極めて低いと考えられた。 224 
念のため、このオープンリーディングフレームの翻訳アミノ酸配列について、既知225 

毒素及び既知アレルゲンとの相同性検索を行い、有意な相同性がないことを確認した。226 
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（参考文献35、36） 227 
 228 
第６ 組換え体に関する事項 229 
１ 組換えDNA操作により新たに獲得された性質に関する事項 230 

MIR604 は、mCry3A たん白質が発現することによりコウチュウ目害虫に対して抵抗231 
性を示す。 232 

 233 
２ 遺伝子産物の毒性に関する事項 234 

mCry3A たん白質及び PMI たん白質について既知毒素との構造相同性を確認する235 
ため、データベースの National Center for Biotechnology Information (NCBI) 236 
Entrez Protein Database (NCBI, 2004)及び検索プログラムの BLASTP search 237 
program (version 2.2.6)（参考文献 32）を用いて検索を行った。その結果、いず238 
れも既知毒素との間に構造相同性は認められなかった。 239 
mCry3A たん白質及び PMI たん白質のマウスの単回投与毒性試験を行った結果、240 

mCry3A たん白質では最大投与量 2,377mg/kg、PMI たん白質では最大投与量241 
3,030mg/kgでもマウスに有害な影響は認められなかった。 242 

 243 
３ 遺伝子産物の物理化学的処理に対する感受性に関する事項 244 
（１） 人工胃液に対する感受性 245 

MIR604 由来の mCry3A たん白質及び E. coli 過剰発現系で発現させた mCry3A た246 
ん白質を人工胃液で処理し、SDS-PAGE 分析及びウエスタンブロット分析を行った247 
ところ、いずれも試験開始後 2 分以内で検出限界以下に消失することが確認された。248 
また、E. coli 過剰発現系で発現させた PMI たん白質を人工胃液で処理し、SDS-249 
PAGE 及び酵素活性分析を行ったところ、試験開始後 2 分以内で検出限界以下に消250 
失することが確認され、酵素活性は反応開始後 10 分以内で消失することが確認さ251 
れた。なお、酵素活性分析は、マンノース 6-リン酸を加えた PMI 活性検定反応液252 
中で生じるNADPHの産出量を340nmの吸光度で測定した。 253 
 254 

（２） 人工腸液に対する感受性 255 
mCry3A たん白質は、トリプシン又はキモトリプシン処理によって 55kDa のコア256 

たん白質に消化されるが、このコアたん白質はほとんど消化されないことが明らか257 
であることから、人工腸液を用いた消化試験は行わなかった。また、E. coli 過剰258 
発現系で発現させた PMI たん白質を人工腸液で処理し、SDS-PAGE 分析を行ったと259 
ころ、試験開始後2分で検出限界以下に消失することが確認された。 260 
 261 

（３） 加熱処理に対する感受性 262 
4、25、37、65、95℃で30 分間の加熱条件により処理したE. coli 過剰発現系で263 

発現させた mCry3A たん白質（4.0mg/mL）について、ウエスタンコーンルートワー264 
ムの 1 齢幼虫を用いた生物検定を行ったところ、95℃、30 分間の加熱処理でほぼ265 
殺虫活性が失われ、変性することが確認された。また、25、37、55、65、95℃で266 
30 分間の加熱条件により処理した E. coli 過剰発現系で発現させた PMI たん白質267 
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（0.44mg/mL）について、酵素活性検定を行ったところ、65℃、30 分間の加熱処理268 
でほぼ酵素活性が失われ、変性することが確認された。 269 

 270 
４ 遺伝子産物の代謝経路への影響に関する事項 271 

mCry3A たん白質は酵素活性を待たず、宿主の代謝系と独立して機能していること272 
から、植物の代謝系に影響を及ぼさないと考えられた。また、PMI たん白質は、マン273 
ノース 6-リン酸とフルクトース 6-リン酸を可逆的に相互変換する触媒酵素たん白質274 
であり、その反応は両物質に対して特異的で、PMI たん白質に対する他の天然基質は275 
知られていない（参考文献33）。 276 

 277 
５ 宿主との差異に関する事項 278 

MIR604、対照の非組換えトウモロコシを用いて、穀粒中の主要構成成分（水分、た279 
ん白質、脂質、灰分及び炭水化物）、酸性デタージェント繊維（ADF）、中性デター280 
ジェント繊維（NDF）、総食物繊維（TDF）、粗繊維、ミネラル（リン、カルシウム、281 
銅、鉄、マグネシウム、マンガン、カリウム、ナトリウム、亜鉛、クロム、セレン）、282 
アミノ酸、脂肪酸、ビタミン類、フィチン酸、トリプシンインヒビター、イノシトー283 
ル、ラフィノース、フルフラール、p-クマル酸、フェルラ酸、フィトステロール（コ284 
レステロール、カンペステロール、スチグマステロール、β-シトステロール）の分285 
析を行った。また、茎葉中の主要構成成分（水分、たん白質、脂質、灰分及び炭水化286 
物）、酸性デタージェント繊維（ADF）、中性デタージェント繊維（NDF）、総食物繊287 
維（TDF）、粗繊維及びミネラル（カルシウム、銅、鉄、マグネシウム、マンガン、288 
リン、カリウム、ナトリウム、亜鉛、クロム、セレン）の分析を行った。 289 
その結果、穀粒中の水分、たん白質、炭水化物、酸性デタージェント繊維（ADF）、290 

総食物繊維（TDF）、亜鉛、カルシウム、銅、鉄、マグネシウム、マンガン、リン、291 
アミノ酸（メチオニン、チロシン、アスパラギン、トレオニン、セリン、グルタミン、292 
アラニン、システイン、バリン、イソロイシン、ロイシン、フェニルアラニン）、脂293 
肪酸（ステアリン酸、オレイン酸、リノール酸、リノレン酸）、ビタミン類（β-カ294 
ロテン、クリプトキサンチン、ビタミンB1、ビタミンB3、B6、α-トコフェロール、295 
γ-トコフェロール）、フェルラ酸、p-クマル酸、カンペステロール、スチグマステ296 
ロールにおいて、MIR604 と非組換えトウモロコシとの間に統計学的有意差が認めら297 
れたが、それらの分析値は文献値の範囲内に収まっていた。また、茎葉中の銅、カリ298 
ウム、マグネシウムにおいて、MIR604 と非組換えトウモロコシとの間に統計学的有299 
意差が認められたが、比較に用いる文献値は見当たらなかった。 300 

 301 
６ 外界における生存及び増殖能力に関する事項 302 

米国で行われた MIR604 のほ場試験において、その生存・増殖能力は非組換え品種303 
と差異は認められなかった。 304 

 305 
７ 生存及び増殖能力の制限に関する事項 306 

上記 6 のとおり、MIR604 の生存・増殖能力は非組換えトウモロコシと差異は認め307 
られなかったことから、制限要因についても両者の間に変化はないと考えられた。 308 
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 309 
８ 不活化法に関する事項 310 

物理的防除（耕転）や化学的防除（感受性を示す除草剤の散布）など、トウモロコ311 
シを枯死させる従来の方法によってMIR604は不活化される。 312 

 313 
９ 外国における認可等に関する事項 314 
  米国食品医薬品局(FDA)に、平成 17 年 2 月に食品・飼料としての安全性審査の申315 
請を行い、平成19年1月に安全性が確認されている。 316 

 317 
10 作出、育種及び栽培方法に関する事項 318 

MIR604 と既存のトウモロコシとの相違は、MIR604 がコウチュウ目害虫抵抗性の性319 
質を有する点のみであり、栽培方法は既存のトウモロコシと同様である。 320 

 321 
11 種子の製法及び管理方法に関する事項 322 

MIR604 の種子の製法及び管理方法は、既存のトウモロコシと同じである。組換え323 
体の各世代の種子は、シンジェンタシード社（米国）において保存されている。 324 

 325 
第７ ２から６までに掲げる資料により飼料の安全性に関する知見が得られていない場326 
合は、必要な試験の成績に関する事項 327 

該当しない。 328 
 329 
Ⅳ 審議結果 330 

コウチュウ目害虫抵抗性トウモロコシ MIR604 について、「組換え DNA 技術応用飼料及331 
び飼料添加物の安全性に関する確認の手続」に基づき審議した結果、同第 3 条第 1 項に332 
よる確認を行って差し支えないと判断された。 333 
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