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Purpose : To evaluate apoptosis of cord blood mononuclear cells(CBMC) infected with entero-

virus.

Methods : Cord blood was obtained from 20 neonates which were delivered vaginally without any 

complications. Cord blood mononuclear cells(CBMC) were isolated, and after 24h and 48h incuba-

tion, cells were stained with Annexin V and Propidium Iodide and were analyzed with FACScan 

flowcytometer. CBMCs were also incubated with enterovirus and γ-INF. mRNA expression of 

FasL was evaluated with RT-PCR.

Results : The mean rate of apoptosis of CBMC 24 hr after culture with virus showed no definite 

increase compared to that of culture only group. The mean rate of apoptosis in the culture group  

with γ-INF was higher than that of culture with virus group(P<0.01) but was not different from 

the group cultured with virus and γ-INF simultaneously. These findings were also seen in 48- 

hours-cultured groups. mRNA of CBMC of the groups cultured with γ-INF expressed FasL.

Conclusion : The upregulated apoptosis of peripheral lymphocytes in patients with aseptic menin-

gitis may be not due to enterovirus infection directly, but due to some mediators such as γ-INF 

from immune cells released through enteroviral infection. (J Korean Pediatr Soc 1999;43:372-379)
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1)

서     론  

Apoptosis(고사)는 병리적인 괴사(necrosis)와는 달

리 우리 몸의 homeostasis를 유지하기 위하여 필요하

며, 이러한 고사의 적절한 조절은 체내의 정상 생리 

반응으로서 필요한 현상이다. 하지만 이러한 고사가 
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필요 이상으로 과다하게 일어나거나 혹은 반대로 필요

한 정도에 미치지 못할 정도로 부족하게 일어날 때 우

리 몸 안에서 여러 가지 병변이 생기게 된다. 예를들

어 자가면역성질환같은 경우는 자가항원과 반응하는 

면역세포의 고사가 잘 일어나지 않기 때문에 생기는 

현상이고 후천성면역결핍증후군같은 경우는 필요 이상

으로 면역세포의 고사가 일어나기 때문에 생기는 현상

으로 알려져 있다1). 

과거에는 바이러스 감염시 바이러스가 세포의 tran-
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scription 및 translation 경로를 활성화시키고 세포의 

막을 파괴시킴으로써 세포를 사멸시킨다고 알려져 왔

었으나2-4), 최근에는 그런 과정외에도 많은 바이러스들

이 자살 계획을 활성화시켜 계획 세포사(programmed 

cell death) 즉, 고사의 과정을 통하여 세포를 사멸시

키는 것으로 알려졌다5). 이렇게 우리 몸에서 바이러스

가 감염된 세포의 고사가 일어나는 것은 바이러스가 

확산하는 것을 방지하기 위한 숙주의 방어기전이다. 

즉, 바이러스 감염후 세포성 혹은 체액성 면역 반응이 

생기기 전에 바이러스에 감염된 세포를 고사 시킴으로

서 바이러스의 증식을 방해하고, progeny 바이러스를 

형성하여 주위 세포로까지 이행하는 것을 막기 위함이

다1). 

바이러스 감염과 림프구의 고사에 관한 연구는 많

이 이루어져 왔으나, 모든 바이러스가 인체에 감염시 

똑같은 경로의 고사과정을 거치는 것이 아니라 지금까

지 발견된 몇 몇 바이러스들의 고사의 행태는 공통점

도 있으나 바이러스 종류에 따라 다른 것으로 나타났

다. 저자는 무균성 뇌막염환자에서 급성기 말초 혈액 

림프구의 수가 절대적으로 감소되어 있는 것이 증가된 

고사에 의한 것임을 보고 하였고, 또한 이러한 증가된 

고사는 Fas-FasL(Fas ligand)계의 활성화에 의한 것

임을 보고한 바가 있다6). 본 연구에서는 이러한 증가

된 고사가 바이러스 감염에 의한 것인지 아니면 바이

러스 감염 이외의 인자에 의한 것인지를 알아보기 위

하여, 바이러스에 노출된 적이 없는 제대혈액의 림프

구를 얻어서 직접 바이러스를 첨가하여 감염을 일으켜 

생체내에서 보이던 것과 같은 양상의 고사가 시험관 

내에서도 관찰되는 지를 알아보고자 하였다. 

대상 및 방법  

1. 대 상 

연세의료원에 정상분만을 위하여 입원한 20명의 산

모를 대상으로 하였다. 신생아는 모두 정상분만을 하

였고 산모와 신생아는 산전 및 산후에 아무런 합병증

이 없었다. 출생 직후 제대혈을 헤파린 처리하여 얻 

었다.

2. 제대혈내 단핵구의 분리 및 배양

헤파린 처리한 혈액을 제대정맥에서 채취하여 동량

의 RPMI1640 배지와 잘 혼합한 후 Ficoll을 이용하여 

분리하였다. 분리한 단핵구 일부는 10%의 우태아 혈

청이 함유된 RPMI1640 배지 1mL당 5×105 정도의 세

포를 넣어 5% CO2, 37℃에서 배양하였다.

3. 바이러스 및 γ-interferon(γ-INF)의 첨가

국립보건원에서 공급받은 echovirus 30을 TCID50 

102, 3되도록 배양된 세포에 넣었고, γ-INF는 LG사(서

울, 한국)에서 제공받아 100IU/mL이 되도록 넣고 배

양하였다. 

4. 고사의 평가

1) Annexin V와 Propidium Iodide 염색

단핵구를 배양하면서 24시간 및 48시간에 세포들을 

얻어서 FITC가 부착된 Annexin V와 phycoerythrin 

(PE)가 부착된 propidium iodide(PI)로 염색한 후 15

분간 배양 후 FACScan flow cytometry로 분석하였

다. 각각 10,000개의 세포를 읽은 후, Annexin V만 

염색되어진 세포는 초기 고사로 Annexin V와 PI가 

동시에 염색되어진 세포는 말기 고사로 판독하여 초기 

고사 및 초기와 말기와 합한 총 고사율을 구하였고, 

세포 크기와 과립성 상태에 따라 소수 포함된 적혈구

는 제외시켜 판독하였다.

2) DNA fragmentation

FACS로 확인되는 고사를 더욱 확인하기 위하여 본 

실험을 하였는데, 24시간째 4×106개의 세포를 분리하

여 PBS로 2회 세척후 세포층을 분리하여 lysis buffer 

(5mM Tris-HCl, 20mM EDTA, 0.5% Triton X- 

100, pH 8) 250μL와 TE(10mM Tris-HCl, 1mM 

EDTA, pH 8.0) 250μL를 넣어 세포를 용해시킨 후 

13,000rpm에 15분간 원심분리하여 상층액을 새 mi-

crofuge tube에 담은 후 5M Nacl 30μL와 100% 에탄

올 1mL를 넣어 -20℃에 하룻밤 동안 냉동시켰다. 이

것을 실온에서 녹인 후 13,000rpm, 15분간 원심 분리

후 상층액을 버리고 침전물을 20-25분간 말린 후 

TE(10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8.0) 20μL에 

녹여 1.8% agasrose gel에 60mA, 70volt로 running 

시킨 후 ethidium bromide에 염색시켜 고사시에 나타

나는 사다리모양의 띠들이 관찰되는지를 살펴보았다.

4. mRNA의 분리 및 RT-PCR을 이용한 
   Fas ligand의 발현 검사

고사의 기전을 알아보기 위하여 고사의 가장 흔한 

경로인 Fas-Fas L계가 활성화 되는 지를 알아보았다. 
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Fig. 1. FACS analysis of cultured cord blood mononuclear cells (A), cultured with echovirus 9 (B) and 
echovirus 9 with INF-γ (C) for 24 hours. FACS analysis of cultured cord blood mononuclear cells for
48 hours (D), cultured with echovirus 9 (E) and echovirus 9 with INF-γ (F) for 48 hours FL1;
Annexin V, FL2; PI.

RNeasy Mini Kit(Qiagen, Santa Claris, CA)를 이용

하여 total RNA를 분리한 후, total RNA 9μg에 

random hexamer(Pharmacia, Uppsala, Sweden) 0.1 

O.D.와 M-MLV reverse transcriptase(Gibco BRL, 

Grand Island, NY) 200U를 이용하여 cDNA를 만든

후, 0.5mL microfuge tube에 cDNA 2.5μL에 10 X 

Reaction buffer 2.5μL, 5mM dNTP 2μL, Taq DNA 

polymerase 0.5μL와 FasL의 경우 primer 

1(5'-ATGTTTCAGCTCTTCCACCTACAGAAGG

A-3')와 primer 2(5'-CAGAGAGAGCTC AGATA-

CGTTGAC-3'), internal control로 이용한 β-actin의 

경우에 5'-CGTGGGCCG CCCTAGGGCACCA- 3'

와 5'-TTGGC CTTAGGGTTCAGGGGGG-3'의 염

기서열을 가지는 oligonucleotide 각각 1μL씩과 증류수

를 넣어 모두 25μL의 양이 되게 한 후 PCR을 시행하

였다. PCR은 94℃에서 30초, 56℃에서 30초, 72 ℃에

서 1분의 조건으로 FasL는 35주기, β-actin은 22 주

기를 시행하여 1.5% agrose gel에서 전기 영동한 후 

PCR산물을 확인하였다.

7. 통계적 처리

백혈구 분석 및 고사율의 비교는 ANOVA를 사용

하였으며 P<0.05를 의미있는 것으로 간주하였다.

결     과  

1. 제대 혈액 단핵구에서의 고사의 평가

제대혈액 단핵구를 24시간 및 48시간 배양후 An-

nexin V와 PI로 염색 후 FACScan 으로 분석한 대표

적인 그림을 보여주고 있다(Fig. 1). 그림 A와 D는 제

대혈단핵구를 아무런 처치도 하지 않은 상태에서 고사

를 보여주는 그림으로 약간의 고사를 보이나 그리 많

은 고사의 증가는 보이지 않았고, 물론 24시간 배양한 

경우(Fig. 1의 A)보다 48시간 배양한 경우(Fig. 1의 
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Fig. 2. % Apoptosis of the cultured cord blood 
mononuclear cells(*P<0.01).

Fig. 3. DNA laddering pattern of the 48 hr cultured
cord blood mononuclrear cells(CBMC). (A :
cultrued CBMC, B : cultured with virus, C :
cultured with γ-INF, D : cultured with virus 
and γ-IFN simultaneously)

Fig. 4. FasL expression of the 48 hr cultured cord
blood mononuclrear cells(CBMC). (A : cul-
tured CBMC, B : cultured with virus, C :
cultured with γ-INF, D : cultured with vi-
rus and γ-IFN simultaneously)

D)가 약간의 증가를 보였다. 여기에 바이러스를 함께 

감염시킨 경우는 세포고사율의 약간의 증가를 보였으

나 기대했던 것 처럼 현저한 증가 소견은 관찰할 수가 

없었다(Fig. 1의 B 및 E). 그러나 바이러스와 γ-INF

을 함께 투여한 경우는 현저한 고사의 증가를 관찰할 

수가 있었다(Fig. 1의 C 및 F). 

말초단핵구에서의 고사의 평가는 Annexin V에 염

색된 세포와 PI에 염색된 세포를 합한 것으로 하였다. 

먼저 24시간 배양후 고사율은 4.9±1.7%였고 바이러스

와 함께 배양한 세포를 보면 6.0±2.1%로 바이러스와 

함께 배양한 세포에서 고사율의 의미있는 차이는 관찰

할 수 없었다. 이와같은 현상은 48시간을 배양하여도 

같은 소견을 보여서 6.5±1.8%를 보이고 바이러스와 

함께 배양한 세포에서는 10.2±3.5%로 역시 두군간의 

의미있는 차이를 볼 수가 없었다. 바이러스 감염시 증

가될 수 있는 γ-INF을 첨가하여 관찰한 고사는 24시

간 배양시 17.4±3.5%, 48시간 배양시 25.48±7.1%로 

바이러스만 첨가하여 배양한 세포군에 비하여 의미있

는 증가를 관찰할 수 있었다(P<0.01). 이번에 는 바이

러스와 γ-INF을 동시에 첨가하였을 때는 γ-INF만 첨

가한 세포의 고사율과 의미있는 차이를 볼 수가 없었

다(Fig. 2). 고사를 확인하기 위하여 γ-INF을 첨가하

여 배양한 단핵구 DNA를 추출하여 gel running한 결

과 DNA fragmentation이 관찰되었다(Fig. 3).

2. FasL mRNA의 발현

고사가 확인된 세포에서 Fas L가 발현되는 양상을 

관찰할 수 있었다(Fig. 4).

고     찰  

고사는 우리 몸에서 더 이상 필요가 없거나, 손상을 

받은 세포를 제거하여 주는 우리 몸안의 기전으로 숙

주의 항상성 유지에 크게 기여하는데, 생리적으로는 

우리 몸의 발생과정이나 건강한 세포의 교체, 내분비

에 의한 세포의 위축, 그리고 면역계에 작용한다. 그 

중 면역계에서의 고사의 역할은 자가 반응성 림프구나, 

면역반응이 일어난 후 과다하게 증식된 세포의 제거 

그리고 세포 매개성 세포독성에 관여함으로써 우리 몸

의 정상적인 면역 반응계를 형성하는 데에 기여한다1). 

하지만 어떠한 원인으로 적절한 고사의 균형이 깨어질 
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때에 여러 병변이 발생하게 된다. 예를 들어 자가 반

응을 일으키는 면역세포가 적절히 사멸되지 않고 계속 

남아 반응을 일으킬 때 자가 면역 질환이 발생되며, 

human immunodeficiency virus(HIV)감염시에는 CD 

4＋ T 세포가 과다하게 사멸을 일으키게 되어 CD4＋ 

T 세포에 대한 세포 매개 면역 반응이 소실되어 HIV 

의 만성 감염이 가능하게 된다7).

과거에는 바이러스 감염시 바이러스가 세포의 tran-

scription 및 translation 경로를 활성화시키고 세포의 

막을 파괴시킴으로써 세포를 사멸시킨다고 가정하여 

왔었으나, 최근에는 그런 과정외에도 많은 바이러스들

이 자살 계획을 활성화시켜 계획 세포사(programmed 

cell death) 즉, 고사의 과정을 통하여 세포를 사멸시

키는 것으로 알려졌다5). 이렇게 우리 몸에서 바이러스

가 감염된 세포의 고사가 일어나는 것은 바이러스가 

확산되어 숙주를 위험하게 하는 것을 방지하기 위한 

숙주의 방어기전이다. 즉, 바이러스 감염후 세포성 혹

은 체액성 면역 반응이 생기기 이전에 바이러스에 감

염된 세포를 고사시킴으로서 바이러스의 증식을 방해

하고, progeny 바이러스를 형성하여 주위 세포로까지 

이행하는 것을 막기 위함이다1). 

현재까지 herpesvirus8), adenovirus9), poxvirus10), 

baculovirus11), orthomyxovirus12), togavirus13), 그리

고 poliovirus14)가 배양된 세포에서 고사를 유발하는 

것이 발견되었다. 이와 같은 고사에 대하여 바이러스

는 생체내에서 생존하기 위한 반대작용으로 감염시 고

사를 억제하는 기전이 발휘되어 바이러스가 충분히 증

식할 수 있는 기회를 갖도록하는 노력이 있음이 알려

져 있다. 지금까지 알려진 바이러스의 고사 억제인자

로는 bcl-2와 구조 및 기능이 유사한 adenovisus의 

Eb1 19 K15)와 apoptosis 유도 물질인 p53과 결합하

여 p53을 파괴시키는 Eb1 55K16), 또 bcl-2와 비슷한 

물질로는 Epstein-Barr 바이러스의 BHRF-117), her-

pesvirus saimiri의 ORF1618), human herpes virus 8

의 KS bcl-219) 및 african swine fever virus의 5- 

HL20)이 있으며 bcl-2와 유사하지 않은 baculovirus의 

p3521) 및 inhibitorof apoptosis gene(IAP)22)가 있고, 

cowpoxvirus의 cytokine response modifier(crmA)23)

는 serpin족의 protease inhbitor로 사멸 주효분자인 

interleukin 1β converting enzyme(ICE)를 억제한다. 

ICE는 cystein protease로 선충류인 Caenorhabditis 

elegans의 발생과정중 계획세포사를 유발시키는 ced-3

와 유사한 고사 주효분자이다24). 그 외에도 cytome-

galovirus의 IE1, IE225)와 rabbit poxvirus의 SPI-1과 

vaccinia virus의 E3L26) 등이 있다.

바이러스 감염에 의한 고사의 유발이 숙주에게 해

가되는 다른 한가지 기전은 재생이 불가능한 세포의 

고사를 유발하는 경우인데, 그 예로 sindbis 바이러스 

감염의 경우 신경 세포의 일부분이 고사됨으로써 치명

적인 신경 장애를 일으킨다27). 바이러스 감염시 고사를 

촉진시키는 물질로 밝혀진 것은 adenovirus의 EIA와 

adenovirus virus protein(ADP)28), chicken anemia 

virus의 VP3/apoptin29), reovirus의 б130), HIV의 gp- 

1202)과 Tat3), sindbis virus의 E2와 baculovirus의 

IE-14)이 있다.

무균성 뇌막염 환자의 급성기에 말초혈액 소견을 

보면 림프구의 현저한 감소가 일어나는 것을 볼 수가 

있고 이와같은 급성기 현상은 회복기가 되면 정상으로 

회복된다. 저자는 이와 같은 급성기 말초혈액의 소견

이 아마도 바이러스 혈증에 의한 고사의 증가로 초래

되는 것이 아닌가하는 생각을 하게 되었다. 그래서 저

자는 무균성 뇌막염환자에서 급성기 말초 혈액 림프구

를 배양하면서 관찰한 결과 이와 같이 무균성뇌막염 

환자 급성기에서 말초혈액 림프구의 수가 절대적으로 

감소되어 있는 것이 증가된 고사에 의한 것임을 알았

고, 또한 이러한 증가된 고사는 Fas-FasL(Fas ligand)

계의 활성화에 의한 것임을 보고하였다6). 본 연구에서

는 이러한 증가된 고사가 바이러스 혈증이 있을 때, 

림프구에 직접적인 바이러스 감염에 의해 초래되는 것

인지, 아니면 바이러스 감염 이외의 인자, 예를 들어 

바이러스 혈증시에 혈액 내에 증가될 수 있는 다양한 

물질들, 말하자면 cytokines 등에 의한 것인지를 알아

보기 위하여, 바이러스에 노출된 적이 없는 제대혈액

의 림프구를 얻어서 직접 바이러스를 첨가하여 감염을 

일으켜 생체 내에서 보이던 것과 같은 양상의 고사가 

시험관 내에서도 관찰되는 지를 알아보고자 하였다. 

결과에는 보여주지 않았으나 성인의 혈액을 얻어서 

바이러스를 첨가한 결과 고사를 관찰할 수 있기 보다

는 바이러스특이 클론들이 자라는 것을 관찰할 수 있

었다. 이러한 소견은 이미 성인에서는 바이러스에 감

작이 되어 바이러스 특이 면역세포들이 혈중에 존재하

고 있다는 것을 말하는 것이다. 그러므로 저자는 바이

러스 특이 클론을 만들려는 것이 본 연구의 목표가 아

니기 때문에 바이러스에 감작이 된 적이 없는 림프구
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를 얻어서 실험에 사용하려 하였다. 가장 안전하게 바

이러스에 감작된 적이 없는 림프구를 얻는 방법은 정

상 분만을 통해서 태어난 신생아의 혈액임을 가정하고 

제대혈액을 사용하기로 하였다. 

먼저 바이러스를 첨가하지 않은 세포와 첨가한 세

포를 배양하면서 고사를 측정한 결과 특별한 차이를 

발견할 수가 없었다. 그리하여 이번에는 바이러스 감

염시에 단핵구에서 생성될 수 있는 다양한 cytokines 

중에서 T세포를 활성화 시키는 것으로 알려져 있는 γ

-INF를 첨가하기로 하였다. 예상했던대로 제대혈액림

프구에 바이러스를 첨가하여 배양하면서 아울러 γ- 

INF을 첨가하였더니 의미있는 고사의 증가를 관찰할 

수 있었다. 이러한 소견을 종합해보면 장바이러스 감

염시 증가된 말초혈액의 고사는 바이러스 감염 자체에 

의한 것이라기 보다는 바이러스 감염으로 초래되는 단

핵구의 활성화 등에 의하여 분비되는 cytokines에 의

하여 초래되는 것임을 알 수 있었다. 보고에 의하면 γ

-INF은 림프구의 고사를 촉진하는 것으로 알려져 있

고31) 림프구 이외에도 간세포나 뇌의 astrocyte에서도 

고사를 촉진하는 것으로 알려져 있다32, 33). 반대로 

IL-6 같은 cytokine은 림프구의 고사를 억제하는 것으

로 알려져 있고34) 또 중성백혈구의 고사를 억제하는 

작용이 있음이 밝혀져 있다35). 그러므로 본 연구에서 

바이러스 감염과 동시에 γ-INF을 투여하였을 때 제대

혈 단핵구의 고사가 증가하는 것은 이미 보고된 내용

과도 일치하는 것이라고 할 수 있다. 

Fas(APO-1, CD95)는 TNF-α family에 속하는 물

질로 림프구나 상피세포 등 기능적인 수용체를 가지고 

있는 세포에서 Fas ligand와 결합하여 고사를 유발하

며 T세포 수용체에 대한 보조 자극인자로도 작용한다
36). 면역계에 있어 Fas 및 Fas ligand에 의한 고사는 

흉선에서의 T 세포선택, 면역 반응의 감쇠 및 T 세포

에 의한 세포 독성에 관여한다37, 38). Fas/FasL 체계는 

바이러스 감염후 고사유발에도 중요한 역할을 하는데, 

influenza시 Fas/FasL 체계에 의해 유도된 세포의 고

사가 influenza 바이러스를 죽이는 데에 중요한 역할

을 하는것이 밝혀졌으며12), HIV 감염에서도 HIV- 1 

Tat protein이 FasL의 표현을 증가시켜 T 세포의 고

사를 유도하는 것으로 밝혀졌다39). 바이러스 감염후 

Fas에 의한 세포의 고사에 관해서는 hepatitis B를 포

함한 다른 바이러스 감염에서도 많이 연구되었다40). 본 

연구에서도 echovirus 30에 의한 고사는 mRNA에서 

FasL가 발현된 것으로 보아 Fas/FasL 체계에 의한 

것으로 생각된다. 

결론적으로 echovirus에 의한 전신적 감염시 증가

된 림프구의 고사는 바이러스 감염 자체에 의한 것이

라기 보다는 바이러스 감염에 의하여 유도되는 cyto-

kines과 같은 물질에 의하여 초래되는 것임을 알 수 

있었고, 이것은 Fas-Fas ligand계에 의해 유도되는 것

으로 사료되었다. 

요     약  

목 적 : 무균성 뇌막염 환아의 말초혈액에서는 정상 

소아에 비해 현저한 림프구의 감소 소견을 관찰할 수 

있는데, 이 현상이 림프구의 고사증가에 의한 것이라

는 것을 이미 보고하였다. 이번 연구에서는 이러한 증

가된 고사가 바이러스감염 자체에 의한 것인지 아니면 

바이러스감염에 의하여 유도되는 다른 물질에 의한 것

인지를 알아보고자 하였다.

방 법 : 정상분만된 정상 제대혈에서 단핵구를 분리 

후 10% FBS가 함유된 RPMI 1640배지에 각각 24시

간 및 48시간 배양후 세포를 분리하여 Annexin V와 

PI(Propidium iodide)로 염색하여 flowcytomety 분석

법으로 고사를 평가하였다. 아울러 배양된 단핵구에 

echovirus 30와 γ-INF을 동시에 첨가하면서 고사의 

증가를 관찰하였다. 또한 제대혈 단핵구의 total RNA

를 분리한 후 RT-PCR을 시행하여 Fas ligand의 표

현을 살펴보았다.

결 과 : 24시간 배양후 고사율은 바이러스를 함께 

배양하여도 증가하지는 않았으나 γ-INF을 첨가하고 

배양한 세포에서는 의미있는 증가를 관찰할 수 있었다

(P<0.01). 이러한 고사의 증가는 γ-INF과 바이러스를 

동시에 첨가한다고 더 증가하지 않았다. 48시간 배양

후 고사율은 24시간 배양시에 보이는 양상과 흡사하였

다. 증가된 고사세포에서 DNA fragmentation을 관찰

할 수 있었으며 mRNA에서 FasL가 표현되었다.

결 론 : 무균성 뇌막염 환아의 말초 혈액 림프구에 

증가된 고사는 바이러스감염 자체에 의한 것이라기 보

다는 바이러스감염과 동반되어 생체내 세포에서 분비

되는 물질, 대표적으로 γ-INF과 같은 물질에 의하여 

증가되는 것으로 생각된다. 
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