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초록: 조직공학용 나노섬유 지지체의 3차원 고공극 구조는 세포의 부착과 성장에 적합하고, 지지체 내에 영양분과 불

순물이 통과되어야 한다. 최근에 우리 연구실에서는 감마선과 EDC/NHS 화학반응을 이용하여 조직공학용 bacterial

cellulose(BC) 지지체에 heparin과 2-aminoethyl methacrylate(AEMA)을 표면 개질하였다. 본 연구에서는 백서 두개

골 결손 모델을 이용하여 recombinant human bone morphogenic protein-2(rhBMP-2) 함유 유무에 따른 헤파린 결합

박테리아 셀룰로오스 지지체가 신생골 형성에 미치는 영향을 평가하려고 한다.  지지체의 골형성 효과를 평가하기

위해서 지지체를 백서 두개골에 식립 8주 후에 방사선학적 및 조직학적 평가를 통해 지지체에 대한 임상학적인 측

면에서 골결손부 크기, 신생골 재생속도, 염증반응 등을 평가하였다. 골형성 단백질이 함유된 헤파린이 결합 박테리

아 셀룰로오스는 두개골 결손 모델에서 골형성을 촉진하였다. 이는 조직공학적으로나 임상학적으로 우수한 특성을

가지고 있다고 사료된다.

Abstract: Nanofibrous scaffolds for tissue regeneration need to be three-dimensional and highly porous to support uni-

form cell attachment and proliferation, and need to have an interconnected and permeable pore network to promote nutri-

ent and waste exchange. Our laboratory recently developed heparin and 2-aminoethyl methacrylate (AEMA) immobilized

bacterial cellulose (BC) scaffolds for tissue engineering using gamma-irradiation and EDC/NHS chemistry. Here, we

examined in vivo efficiency of a heparin immobilized AEMA-BC nanofibrous scaffolds under the condition of with or

without recombinant human bone morphogenic protein-2 (rhBMP-2) for a therapeutic substrate in bone healing. To eval-

uate the bone healing effect of the scaffolds, they were evaluated at 8 weeks post-operatively according to the following

criteria: size of residual defect area, speed of new bone formation, inflammation, and clinical applicability of the material.

This heparin immobilized AEMA-BC scaffolds and rhBMP-2 independently facilitated a bone healing of the calvarial

defect for its good biocompatibility. It holds a great potential for a clinical application and tissue engineering.
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서 론

재조합 골형성 단백질[Human Recombinant Bone Morpho-

genic Proteins-2(rhBMP-2)]은 TGF-β super family로 골재생

과정에서 줄기세포를 조골세포로 분화시켜 신생골 형성을 한

다는 것이 알려져 있다.1-5 활성도의 반감기가 짧은 rhBMP-2

의 골형성 및 골유도능을 효과적으로 전달하기 위해서 주위

조직에 유해하지 않으면서도 신생골 형성과 더불어 rhBMP-

2의 서방출이 가능한 지지체의 연구가 많이 시도되고 있는

데, 이러한 전달체로는 heparin-alginate hydrogels, rhBMP-2

loaded heparin-conjugated PLLA fibrous particles, rhBMP-

2-heparin-conjugated PLGA scaffold, electrospun heparin-

alginate nanofibres 등이 있다.6-10 특히, heparin이 도입된 조

직공학용 지지체를 이용하여 골형성 인자와 같은 성장인자들

의 방출을 조절할 수 있는 연구들이 많이 보고되었다.

그러나 기존의 heparin을 생체재료 표면에 도입시키기 위

해서는 가교제나 개시제와 같은 화학물질을 사용할 경우 미

반응 또는 미 제거된 화학물질의 독성으로 인해 생체적합성

이 낮아지는 경우가 많다.11,12 최근에 이를 극복하기 위해서

본 연구팀에서는 방사선의 이온화에너지를 이용하여 동시에

의료용 고분자와 아크릴계 단량체인 acrylic acid, 2-aminoethyl

methacrylate 등을 도입하고 EDC/NHS 반응을 통해 헤파린

을 도입하는 연구를 수행하였으며, 이를 통해 성장인자를 고

정하거나 서방출이 가능한 조직공학용 지지체로서의 가능성

을 확인하였다.13,14 특히, 미생물을 발효시켜 생산하는 박테리

아 셀룰로오스(bacterial cellulose, BC)는 리그닌과 헤미셀룰

로오스를 함유한 식물성 셀룰로오스에 비해 순수한 β-1.4

glucan 만으로 형성된 셀룰로오스 나노섬유가 복잡하게 얽힌

3차원 망상구조를 가지고 있다.15 나노섬유 구조를 갖는 박테

리아 셀룰로오스는 인체 내 세포 외 기질과 유사한 구조로

인해 조직공학용 지지체 연구가 많이 진행되고 있다.16,17

따라서 본 연구에서는 방사선을 이용하여 rhBMP-2의 서방

출을 위한 헤파린이 도입된 골재생용 박테리아 셀룰로오스

지지체를 제조하였으며, 백서 두개골 critical size defect(CSD)

모델을 통해 골 결손 부위에서 rhBMP-2 단백질 서방출을 위

한 헤파린이 도입된 박테리아 셀룰로오스 지지체가 효과적인

골형성을 유도능에 대한 가능성을 평가해 보고자 한다.

실 험

재료 및 시약. 박테리아 셀룰로오스(bacterial cellulose, BC)

는 ㈜자담에서 감귤 껍질을 발효하여 gluconacetobacter

hansenii TL-2C 균의 대사산물로 제조하여 사용하였다. 메탄

올은 Duksan reagent(Ansan, Korea)로부터 구입하여 사용하

였으며, 2-aminoethyl methacrylate(AEMA), N-(3-dimethyl-

amionipropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride(EDC), N-

hydroxysuccinimide(NHS), 4-morphilinoethanesulfonic acid

(MES), 헤파린은 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)에서

구매하여 사용하였다. 그리고 rhBMP-2는 Peprotech(Rocky

Hill, NJ, USA)로부터 구입하여 사용하였다. 그 외 실험에 사

용된 모든 시약과 용매는 다른 정제 과정 없이 사용하였다.

헤파린 Immobilized AEMA-BC 지지체 제조. 5 wt%

AEMA 수용액은 AEMA를 메틴올에 넣고 상온에서 30분 동

안 교반하여 만들었고 BC 지지체를 수용액에 6시간 동안 담

침한 후에 60Co 선원의 감마선(ACEL type C-1882, Korea

Atomic Energy Institute)을 선량률 10 kGy/hr로 25 kGy를 조

사하였다. 미 반응된 AEMA의 단량체와 고분자를 제거하기

위해서 3차 증류수를 이용하여 4일 동안 세척하였다. AEMA

가 표면 처리된 박테리아 셀룰로오스에 헤파린을 도입하기

위해서 0.1 M MES buffer solution(pH 5.07, 5 mg/mL)에

AEMA-BC를 1시간 동안 담근 후 꺼내어 0.1 M MES buffer

solution(pH 5.07, 5 mg/mL)에 EDC, NHS 그리고 헤파린을

녹인 용액에 넣고 12시간 동안 교반한 후, 미 반응된 헤파린

을 제거하기 위해서 MES와 PBS로 24시간 동안 세척하고

-80 oC의 저온냉동고에서 2일 동안 얼린 후에 동결건조기를

이용하여 3일 동안 동결건조하였다.16 70% 에탄올에 담지한

후 UV 멸균된 헤파린 도입 박테리아셀룰로오스에 rhBMP-2

를 결합하였으며 전체적인 모식도를 나타내었다(Figure 1). 또

Figure 1. Schematic diagram of heparin immobilized AEBC nanofibrous scaffolds using gamma-irradiation and EDC/NHS reaction methods.
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한 아무 처리 하지 않은 BC를 unmodified BC(UBC), AEMA

가 도입된 BC를 AEMA grafted BC(AEBC), 헤파린이 추가로

도입된 AEBC를 heparin immobilized AEMA-BC(HAEBC)로

명명하였다.

주사전자 현미경(SEM) 분석. UBC, AEBC, HAEBC의 표

면과 단면의 형태학적 구조를 확인하기 위해 주사전자현미경

(S-4500, Hitachi, Tokyo, Japan)을 이용하여 확인하였다. 고

해상도의 이미지를 얻기 위해서 sputter coater를 이용하여 90

초 동안 백금코팅을 하였으며, 전자빔 15 kV, 5.3-5.4 mm의

거리의 조건에서 배율(×5000, ×10000, ×20000, ×50000)로 측

정하였다. 

감쇠 전반사 적외선 분광(ATR-FTIR) 분석. UBC, AEBC,

HAEBC 지지체의 화학적 특성을 ATR-FTIR spectrophotometer

(Bruker TEMSOR 37, Bruker AXS. Inc., Germany)로 사용

하였으며, spectra는 750-1850 cm-1의 범위를 측정하였으며,

ATR 모드와 주사회수는 64회, 4 cm-1 분해능의 조건으로 측

정하여 확인하였다.

동물실험군 및 수술. 본 연구는 한국원자력연구원 첨단방

사선연구소 연구윤리위원회의 승인을 얻은 후, 위원회의 감

독을 받으며 수행하였다(KAERI-IACUC-2013-004).17 9주령

Sprague-Dawley 백서(체중 250-300 g, Oriental Bio Co,

Charles River Korea, Korea) 18마리를 사용하였으며, 이식재

(UBC, n=6; UBC loaded BMP-2, n=6; HAEBC loaded

BMP-2, n=6; diameter: 8 mm)에 따라 3개 군으로 분류하여

실험하였다. 동물을 xylazine(Rompun, Bayer Korea Ltd,

Korea)과 tiletamin-zolazepam(Zoletil, Vibac Laboratories,

Carros, France)의 혼합액을 사용하여 마취하였다. Sprague-

Dawley 백서 전두부의 털을 삭모하고 포비돈 솜으로 소독한

후, 2% lidocaine HCL(Yu-Han Co., Gunpo, Korea)으로 부분

마취 후에 비골에서 후두골 사이의 두개골 시상봉합을 따라

약 5 cm 가량 절개를 가한 다음 골막을 포함하는 피판을 거

상하여 두정골까지 노출시켰다. 백서 두정부에 8 mm trephine

bur(3i Implant Innovation, Palm Beach Garden, Fl, USA)을

소형 카바이드 라운드 버에 고정한 후에 저속 드릴 키트를

사용하여 직경 8 mm의 원형 결손부를 형성하였다. 골결손부

에는 rhBMP-2(25 μg)+UBC, rhBMP-2(25 μg)+HAEBC, 그

리고 rhBMP-2를 추가하지 않은 UBC를 각 군의 동물에 이식

하였으며, 피부는 4-0 흡수성봉합사(Vicryl, Ethicon, Somerville,

NJ, USA)를 사용하여 봉합하였다(Figure 2).

방사선학적 분석. 수술 후 8주에 백서를 희생시킨 후 채취

한 표본은 채취된 조직을 먼저 캐비닛형 soft X-ray(distance

of 10 cm(60 kVp, 300 mA), Rotanode, Toshiba, Japan)로 방

사선사진을 채득하였다. 다음에는 micro-CT(SkyScan Desktop

micro-CT 1172, SkyScan, Belgium)는 스캐너 내부에 있는

turntable에 표본을 고정한 후 수평 및 수직으로 움직여 위치

를 조정하고 0.05 mm 두께의 절편으로 단층촬영을 시행하였

다. 촬영된 이미지는 MicroView software(NRecon, SkyScan)

를 이용하여 삼차원으로 재구성되었다.

조직학적 분석. 각 조직표본들을 조직학적 분석을 위해 10%

중성 포르말린에 고정하였으며, 10% formic acid로 탈회한

후 ethyl alcohol 및 xylene를 이용하여 탈수시킨 조직을 파라

핀에 포매하였다. 파라핀 블록을 4 μm 두께로 절단한 후 박

절편을 만들어 Hematoxylin and Eosin(H&E)과 Masson-

Trichrome(M-T) 염색을 시행하였다. H&E와 M-T 염색을 시

행한 조직표본은 ArtiScan 4000TF(Microtek, USA)로 영상주

사한 후, SPOT(version 4.6, Diagnostic Instrument, Inc, USA)

로 화상화하였다.

결과 및 토론

주사전자 현미경(SEM) 분석. 방사선을 이용하여 헤파린과

AEMA가 도입된 박테리아 셀룰로오스 표면과 단면의 형태

학적 변화를 확인하기 위해 SEM을 측정하였다(Figure 3, 4).

박테리아에서 생산된 박테리아 셀룰로오스는 3차원 다공성

의 나노섬유로 인체조직의 세포외기질(excellular matrix,

ECM)과 같은 나노섬유로 이루어졌다.18,19 이러한 나노섬유

구조는 인체 조직 ECM 구조와 유사한 형태에 따른 세포의

신호전달을 통해 세포 접착, 증식, 분화가 촉진되고 정상적인

단백질 발현을 통해 조직재생에 중요한 역할을 한다.20 Figure

3에서 보는 바와 같이 AEMA를 감마선 조사하여 표면 개질

된 AEBC와 헤파린을 EDC/NHS 반응에 의해 도입된

HAEBC의 표면 구조는 표면처리되지 않은 UBC 표면의 나

노섬유보다 공극이 감소하면서 섬유와 섬유가 붙어 있거나

개질된 나노섬유의 두께가 증가되는 것을 확인하였다. 이런

현상은 방사선에 의해 이온화된 UBC의 나노섬유 표면과

AEMA의 비닐기가 이온화되어 그래프트 중합(graft poly-

merization)에 의해 균일하게 poly(AEMA)가 합성되면서 되

는 현상으로 사료된다. 만약, 방사선 조사 시 AEMA 단량체

가 단일중합체로 인해 하이드로젤이 형성되었다고 하면 나노

Figure 2. In vivo operation procedure of full-thickness rat calvarial

defects: (a) The 8 mm-diameter defect of cranium was created with

a trephine bur; (b) The defect site enclosed with BC scaffolds.
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섬유의 공극 사이로 poly(AEMA) 생성으로 공극이 막히는 현

상이 일어난다. 하지만, 본 실험 조건인 메탄올에 녹인 5 wt%

AEMA와 감마선 선량 25 kGy의 조건에서는 poly(AEMA) 하

이드로젤은 생성되지 않았고 BC 표면에 균일하게 AEMA가

개질된 것으로 사료된다. 또한 AEBC와 HAEBC의 형태에는

영향이 없는 것으로 보아, EDC/NHS 반응을 통해 헤파린 도

입에 따른 형태의 변화는 영향이 없음을 확인할 수 있었다.

Figure 4에서 보는 바와 같이 표면처리되지 않은 UBC와

AEMA를 감마선 조사하여 표면 개질된 AEBC와 헤파린을

EDC/NHS 반응에 의해 도입된 HAEBC의 단면 구조는 유사

한 형태학적 구조로 관찰되었다. 이는 표면 처리된 AEMA와

헤파린가 나노섬유에 아주 얇은 층으로 개질되었기 때문이라

고 사료된다. 또한 모든 지지체의 단면에서 벌집 구조로 형

성된 이유는 동결 건조시 BC에 함유된 물이 동결에 의해 얼

은 물의 결정이 승화되면서 공간이 생성되는 것으로 일반적

인 천연고분자인 젤라틴, 알긴산, 키토산 등을 증류수에 동결

Figure 3. Scanning electron micrographs (SEM) of top surface of (a, d) unmodified bacterial cellulose (UBC); (b, e) AEMA-modified bac-

terial cellulose (AEBC) at 25 kGy; (c, f) heparin-AEMA-modified bacterial cellulose (HAEBC) nanofibrous scaffolds.

Figure 4. Scanning electron micrographs (SEM) of cross-section of (a, d) unmodified bacterial cellulose (UBC); (b, e) AEMA-modified bac-

terial cellulose (AEBC) at 25 kGy; (c, f) heparin-AEMA-modified bacterial cellulose (HAEBC) nanofibrous scaffolds.
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건조법으로 제조된 지지체의 형태학적 구조와 유사하다는 것

을 알 수 있었다. 이런 구조는 세포의 침투로 인한 빠른 조

직성장과 원활한 기체 및 액체가 교환할 수 있는 구조를 갖

는 조직공학용 지지체로서의 장점을 가지고 있다.

감쇠 전반사 적외선 분광(ATR-FTIR) 분석. ATR-FTIR을

이용하여 UBC, AEBC, HAEBC와 rhBMP-2를 함유된

HAEBC의 화학적 특성 분석을 실시하였다(Figure 5). 방사선

조사 전의 UBC와 rhBMP-2, AEMA, 헤파린 등이 도입된 박

테리아 셀룰로오스의 경우 1659 cm-1에서 카보닐 그룹이 존재

하는 것을 확인할 수 있었다. 감마선 선량 25 kGy에서 AEMA

가 도입된 AEBC에서 AEMA의 카보닐 그룹이 1724 cm-1 에

서 강하게 흡수되는 것으로 보아 감마선 조사로 AEMA의 아

크릴기의 이중결합이 이온화되어 수용액 상에서 개질 중합을

통해 UBC 표면에서 AEMA가 도입되었다는 것을 확인하였

다.21 또한 EDC/NHS 반응을 통해 AEBC의 아민기와 헤파린

의 카복실 그룹이 결합됨에 따라 1724 cm-1 에서 AEMA의 카

보닐 그룹이 사라지며 1543 cm-1에서 아마이드 그룹이 확인

되었다.22,23 이를 통해 감마선 조사와 EDC/NHS 반응을 통해

카복실, 아마이드, 아민 그룹을 확인하여 박테리아 셀룰로오

스에 헤파린과 AEMA가 도입되었음을 확인할 수 있었다.

방사선학적 분석. 각 군의 soft X-ray와 micro-CT 영상 분

석을 이용하여 백서 두개골에 UBA와 rhBMP-2가 함유된

UBC, HAEBC 군에 대한 골형성을 관찰하였다(Figure 6).

Soft X-ray 영상 분석 방법은 광농도에 의해 분석할 수 있고

Micro-CT 영상 분석 방법은 삼차원적으로 시편 평면을 재구

성할 수 있다. 각 군의 rhBMP-2가 함유된 HAEBC 군에서만

골형성이 관찰되었고, rhBMP-2가 함유된 UBC와 함유되지

않은 UBC 군에서는 골형성이 관찰되지 않았다. 또한 골재생

부에서 임의로 선정된 6점에서의 방사선밀도는 광밀도에 있

어서 rhBMP-2가 함유된 HAEBC가 UBC 군에 비해서는 현

저히 높았다. rhBMP-2가 함유된 UBC와 함유되지 않은 UBC

군에서는 유의할 만한 차이를 보이지 않았다. Soft X-ray와

micro-CT 영상 분석을 통해 8주 차 rhBMP-2가 함유된

HAEBC 표본에서는 방사선 사진 상에 중심부에서 보이는 방

사선 불투과성 물질은 신생골조직 일부와 거의 분해되지 않

고 남은 HAEBC 지지체가 혼재한 양상이며 rhBMP-2가 함

유된 UBC 표본과 rhBMP-2가 함유되지 않은 UBC 표본의

신생골 형성은 거의 없는 것으로 관찰하였다. 우수하고 빠른

신생골 형성을 위해서는 적절한 양과 농도, 시간 동안 BMP-

2를 전달할 수 있어야 한다. 본 결과를 통해 HAEBC가 UBC

보다 골형성이 우수한 이유는 HAEBC에 결합된 헤파린이

rhBMP-2와 결합하여 지속적인 서방출을 통해 조골세포 증식

에 영향을 주어 신생골이 형성에 도움을 주었을 거라 생각되

지만, rhBMP-2가 함유된 UBC 표본과 rhBMP-2가 함유되지

않은 UBC에서는 rhBMP-2가 빠른 시일 안에 방출되어 조골

Figure 5. Attenuated total reflectance-Fourier transform infrared

spectroscopy (ATR-FTIR) spectrum of (a) unmodified bacterial cel-

lulose (UBC); (b) AEMA-modified bacterial cellulose (AEBC) at

25 kGy; (c) heparin-AEMA-modified bacterial cellulose (HAEBC)

nanofibrous scaffolds.

Figure 6. Soft X-ray and micro-CT images of rat skulls treated by

(a, d) UBC; (b, e) UBC loaded rhBMP-2; (c, f) HAEBC loaded

rhBMP-2 scaffolds at 8 weeks. 



344 정성린 · 안성준 · 김세은 · 이소현 · 박종석 · 권희정 · 강성수 · 허중보 · 임윤묵

폴리머, 제41권 제2호, 2017년

세포 증식에 영향이 없을 거라 사료된다.24

조직학적 분석. 조직 절편은 H&E와 M-T 염색을 통해 현

미경으로 관찰하였다(Figure 7, 8). 골결손부의 경계부위를 관

찰한 결과 rhBMP-2가 함유된 HAEBC 군에서만 골형성이 관

찰되었고, rhBMP-2가 함유된 UBC와 rhBMP-2가 함유되지

않은 UBC군에서는 거의 골형성이 관찰되지 않았다. 모든 실

험군에서 분해되지 않고 남은 BC 지지체가 관찰되었다. 이

에 대한 원인을 생각해보면 UBC와 HAEBC 지지체가 생분

해 기간이 길어 8주까지도 분해되지 않아 신생골이나 혈관이

자라 들어올 공간이 부족해서 골형성을 방해하였을 가능성을

생각해 볼 수 있다. 추후 연구에서는 UBC 또는 HAEBC 지

지체의 생분해성을 조절할 수 있는 연구가 필요하다고 생각

한다. rhBMP-2가 함유된 UBC와 rhBMP-2가 함유되지 않은

UBC군의 결손부는 얇고 성긴 불규칙한 섬유성 결합조직으

로 채워져 있으며, 출혈 및 육아조직이 관찰된다. 신생골은

주로 결손부 변연과 하방 경막 주위에 국한되어 있었으며, 조

골세포에 의해 둘러싸여 있고 주위로 염증세포가 관찰되었

다. 하지만, rhBMP-2가 함유된 HAEBC 지지체 주변의 섬유

아세포들이 이주하여 그 공간을 차지하고 있으며, 미량의 신

생골이 결손 변연부에서 관찰되며 결손부의 주변에서는 신생

골형성에 의한 혈관증식과 조골세포들이 관찰되었다. 이번 연

구 결과, rhBMP-2가 함유된 HAEBC 군에서는 rhBMP-2가

Figure 8. M-T staining of histological sections of rat skulls treated by (a) UBC; (b) UBC loaded rhBMP-2; (c) HAEBC loaded rhBMP-2

scaffolds at 8 weeks. 

Figure 7. H&E staining of histological sections of rat skulls treated by (a) UBC; (b) UBC loaded rhBMP-2; (c) HAEBC loaded rhBMP-2

scaffolds at 8 weeks.
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함유된 UBC 군보다 신생골형성이 두드러지게 나타났다. 하

지만, BC의 생분해 기간이 골형성되는 시간에 비해 늦게 생

분해되기 때문에 8주 안에는 BC 지지체 안으로 신생골 형성

이 많지 않았다. 따라서 BC를 조직공학용 지지체로 사용하

기 위해서는 산·염기를 이용한 가수분해 또는 방사선의 높은

에너지를 이용한 BC 분자 사슬을 분해시킴으로써 생분해성

이 증가되는 연구가 꼭 필요하다고 사료된다.25 이유는 본 실

험에서 BC 표면에 AEMA를 개질하기 위해서 사용한 감마

선 선량이 25 kGy인 것으로 보아, rhBMP-2가 함유된 UBC

지지체보다 HAEBC 지지체에서 골형성이 더 되는 것을 관

찰할 수 있었다. 이는 HAEBC가 헤파린에 결합한 rhBMP-2

때문인지 아니면 감마선에 의해 BC가 분해되었는지에 대한

연구가 선행되어야 한다고 생각된다.

결 론

본 연구에서는 백서 두개골 결손 모델의 골재생 실험에서

rhBMP-2이 함유된 헤파린이 도입된 박테리아 셀룰로오스 지

지체가 신생골 형성에 미치는 결과는 rhBMP-2를 첨가한

HAEBC 지지체를 이식한 경우 rhBMP-2를 첨가한 UBC 또

는 UBC 단독으로 사용한 지지체들 보다 뚜렷한 골형성이 관

찰되었다. 또한 동일한 HAEBC를 좀더 장기적인 기간의 동

물 실험을 통해 HAEBC의 생분해가 진행되는 과정 동안 골

재생 효과를 관찰해 보는 것이 필요하며, HAEBC의 생분해

가 좀더 빠르게 진행될 수 있게 방사선 조사를 통한 생분해

조절 연구가 더 연구되어야 할 것이다. 결론적으로, 방사선을

이용하여 헤파린이 도입된 박테리아 셀룰로오스는 골재생을

위한 조직공학용 지지체로 사용될 가능성이 있다고 사료된다.
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