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Abstract ; Vitellogenin (Vtg), a phospholipoglycoprotein precursor of egg yolk is synthesized and

secreted from the liver in response to estrogens in female fish. Vtg is normally undetectable in the

blood of male fish, but can be induced by exposure to chemicals possessing estrogenic activity. Thus,

the presence of Vtg in blood of male fish can serve as a useful biomarker for assessing previous

exposure to estrogenic compounds. In the present study, Vtg was abnormally expressed in

Rhynchocypris oxycephalus using estradiol benzoate (E2). As the result, it was found that the level

of Vtg in blood from R. oxycephalus was increased by treated quantity of E2 with dose-effect manner.

Monoclonal antibodies were generated against Vtg of R. oxycephalus. The hybridoma were screened

with an enzyme immunoassay for the production of specific anti-Vtg antibodies. Five positive cell

lines with a high specificity were selected. Monoclonal antibodies against vtg of R. oxycephalus that

was developed in this study, may be a useful bio-indicator for the detection of estrogenic contamination

in the aquatic ecosystem.

Key word : bio-marker, estrogenic compound, monoclonal antibody, R. oxycephalus, vitellogenin

서 론

20세기에 급속히 발달한 화학산업에 의하여 양산된

비료, 농약 및 의약품 등은 인류의 복지 증진에 많은

기여를 해왔지만, 이들 화학물질 중에 공업용화합물,

농약류, 중금속, 식물 및 합성에스트로겐 등을 포함한

수십 종의 화합물은 최근에 커다란 문제가 되고 있고

이들은 내분비계 장애물질(endocrine disrupters, EDs)로

의심되고 있다 [3]. 

EDs는 내분비계의 정상적인 기능을 방해하는 환경

오염물질을 통칭하는 것으로서, 환경 중 배출된 화학

물질이 체내에 유입되어 마치 호르몬처럼 작용한다고

하여 환경호르몬으로 불리기도 한다. EDs는 독성이 높

거나 특별한 화학물질이라기보다는 농약, 플라스틱 및

세정제처럼 일상생활에서 흔히 접할 수 있는 생활용품

의 구성성분으로서, 이러한 물질이 자연계를 오염시키

고 잔류하여 생물의 내분비계의 정상적인 기능을 방해

한다 [2]. 현재까지 알려진 대부분의 내분비계 장애물
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질은 불포화 벤젠고리를 가지며 분자크기는 매우 작

고, estradiol-17ß(E2)를 비롯한 성호르몬과 유사함이 많

음을 보고하였다. 특히 어류에 대한 내분비계 장애효

과는 주로 혈장 내 성호르몬, 총 체중에 대한 정소의

중량비인 성성숙도지수(gonadosomatic Index, GSI), 정

소의 성숙 여부, 암수 성비, 혈중 비텔로제닌(vite-

llogenin, Vtg)농도 등의 다양한 생물지표(bio-marker)에

의해 나타난다 [8].

Vtg는 척추동물 가운데 난생동물의 암컷 혈장에서

발견되는 단백질로서 난황 단백질의 전구체 물질이다.

Vtg는 간에서 생성된 후 혈액을 통해 난소로 이동하

여 발달중인 난모세포로 흡수된 후, 알 내부에서

lipovitelline과 phosvitin으로 전환되는데 [14] 에스트

로겐은 이러한 Vtg의 합성과 분비를 촉진시킨다. Vtg

이 난황 단백질로서 정상적인 수컷에서는 만들어지지

않는 특성을 이용하여 EDs의 에스트로겐 성 효과를

평가하는데 매우 유용한 생물지표로 이용 될 수 있으

며, 관련된 연구가 다수 보고되었다 [8, 12]. 그 실례

로 미국 뉴욕 주-뉴저지주 항구의 토양에 잔류하고

있는 에스트로겐 유사물질을 추출하여 수컷 Fundulus

heteroclitus에 직접 주사한 결과 Vtg이 생성됨을 확

인하였다. 또한 산업 쓰레기와 가정 쓰레기에 의해

피해를 입고 있는 대표적 지역인 미국 Hamilton

Harbour의 환경오염도 조사 시 bio-marker로서 Vtg이

사용되었다. 자연 에스트로겐과 alkylphenol 그리고

그 분해산물을 포함한 쓰레기 처리 공장 배출수가 나

오는 지역인 Hamilton Harbour와 Ontario 호수의 여

섯 장소에 각각 무지개 송어를 노출시킨 결과

Hamilton Harbour에 노출시킨 물고기에서 Vtg가 생

성되는 것이 확인되었다. 이러한 이유로 난생동물의

수컷에서 유도되는 Vtg는 외인성 에스트로겐 물질에

노출되었음을 암시하는 중요한 지표로 인정되고 있다

[8, 12].

에스트로겐 유사작용을 유발시키는 EDs에 대한 대

책으로서, 물질의 규정과 선별된 시험방법을 개발하고

그것을 적용하는 것이 현 시점에서 가장 필요한 연구

일 것이다. 그러므로 이들의 생체 내 교란 작용의 유

무를 알 수 있는 bio-marker의 개발은 시급히 이루어

져야 할 것이며, 어류의 Vtg의 측정을 응용한 일련의

검출방법은 이러한 목적을 달성하기 위한 유용한 도

구가 될 것이다. 따라서, 본 연구에서는 우리나라 전

역에 걸쳐 1급수 우점 종으로 알려진 버들치 [1, 4]

를 사용하여 에스트로겐류 처리 시 Vtg의 발현을 조

사하고, EDs의 screening을 위한 면역학적 검사법 개

발의 기본 소재인 특이 단일클론항체를 개발하고자

하였다. 

재료 및 방법

시험 생물

본 연구에 사용한 어류는 경기도 수원시 광교산일대

하천에서 어항(mesh 3 mm×3 mm)으로 채집하였으며,

경기대학교 생태학실험실로 이동 후 순환여과식 사육

수조(40×20×25 cm)에서 양어용 배합사료를 먹이로 하

여 사육하였다. 실험어는 최소 일주일 이상 실험실 조

건(실내온도 21oC, 수온 23oC)에서 적응 시킨 후 Vtg

생성 유도에 사용하였다.

E2 처리에 의한 Vtg 생성 유도

Vtg 생성을 유도하는 것으로 알려진 에스론주사액

(삼양약화학, 한국, Estradiol Benzoate(E2) 2 mg/ml)을

버들치의 복강에 직접 주사하였다. E2는 4 µg/g body

weight로 버들치에 주사하였고, 일주일 후 꼬리를 잘라

채혈하였다. 혈액시료는 실온에서 2시간 방치 후, 4oC

overnight 정치한 다음 원심분리(1,500×g, 10분, 4oC)하

였다. 원심분리 후 상등액인 혈청을 냉장보관하며 실

험에 사용하였다.

버들치의 알단백질 분리

4월에서 6월사이 채집한 버들치에서 알단백질을 채

취하여 Eppendorf tube로 옮겨 냉장보관 하였다. 실험

전 알을 액체질소로 급속히 냉각시킨 후 막자사발을

사용하여 균질화 시킨 다음 증류수를 0.1 g/ml로 첨가

하여 부유시켜 원심분리(10,000×g, 5분, 4oC)하였다. 상

등액을 취한 후 filter(pore size 0.2 µm, Nalgene, USA)

로 filtration하여 냉장보관하며 전기영동과 면역에 사용

하였다.

SDS-PAGE에 의한 버들치의 혈중 Vtg 확인

E2 주사한 버들치의 혈청과 알 단백질을 전기영동하

기 위한 SDS-PAGE를 사용하였다. Biorad(USA)의 Mini

protein system을 이용하여 SDS-PAGE(7.5% polyacr-

ylamide seperating gel)를 실시하였고, stacking gel은 5%

의 gel을 사용하였다.

(1) E2 처리농도와 Vtg 생성량과의 상관관계

E2양에 따라서 Vtg 생성이 달라지는지 확인하기 위

해서 암컷과 수컷의 혈청을 비교하였다. 혈액시료는 버

들치의 복강 내로 에스론주사액을 0.01µg/g, 0.1µg/g,

0.5µg/g, 2µg/g, 5µg/g, 10 µg/g등 버들치의 body weight

에 대한 농도로 주사하였으며, 일정 시간 후 꼬리를 절

단하여 얻었다. 주사 시 동일 물고기로 하지 않고 조건

당 무작위로 3마리를 선택하였고, 제 9일에 꼬리에서
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채혈 후 암·수 구별하여 혈청을 비교하였다. 암·수

는 돌기 모양의 차이로 구분하였다. 

(2) E2 처리시간에 따른 Vtg 유도량 변화

동일 무게의 버들치에 E2(주사량 8 µg/g)를 처리한 다

음 E2에 의한 시간별 Vtg 생성정도를 알아보기 위해

조건 당 무작위로 2마리씩 채혈한 뒤 암·수를 구별하

고 혈청을 비교하였다. 혈액은 복강 주사 제 1일, 제3

일, 제7일, 제11일, 제 17일, 제 31일 후 채취하여 혈청

을 분리하였다.

항체의 제작 

실험은 일반적 단일클론 항체 제작법을 따랐으며,

이를 간략히 기술하면, 생후 6-8주령의 암컷 Balb/C의

mouse에 총 6주간 immunization하였다. 주사는 2주 간

격으로, 채혈은 antigen 주입 후 3-4일 후에 mouse의

꼬리에서 취하였으며, 얻은 혈청으로 antibody titer를

측정하였다. 면역반응은 SDS-PAGE gel 상에서 원하

는 band만 잘라내어 액체질소로 급속히 냉각 시킨 후

막자사발로 분쇄하여 PBS에 부유하여 주사하였다. E2

을 주사한 버들치 혈청을 전기영동하였을 경우

150 kDa 부위의 band를 잘라내었으며, 알단백질의 경

우 100 kDa 부위의 band를 잘라내어 면역에 사용하였

다. 약 6주 후, antibody titer가 최고치를 나타낸 것을

확인하고, mouse의 꼬리에 3일간의 booster 주사를 수

행하였다.

Booster가 끝난 mouse의 spleen을 washing media에

서 세척하고 mesh로 조직을 갈아 FBS를 이용한

gradient로 조직과 cell들을 분리하였다. B cell과

myeloma cell(Sp2/0)을 washing media로 각각 4회

washing하였으며, washing이 끝난 두 세포는 PEG1500

을 이용하여 5분 30초간 세포융합을 실시하였다. 융

합 후 한번의 세척을 수행하고, 1×HAT media에 부

유하였고, 96-well flat bottom plate에 200 µl씩 분주

하였다. 

세포융합 된 세포들은 약 24시간 간격으로 10일간

HAT media를 교환하여 주었으며, 10일 후 HT media로

바꿔주었다. colony가 형성된 well의 상등액을 희석하

여 E2 주사한 버들치 혈청을 항원으로 한 1차선별

ELISA를 수행하였다. 선별된 hybridoma cell들은 24-

well plate에 옮겨져 배양하였으며, 지속적인 특이항체

의 분비를 ELISA로 확인한 후 양성 반응을 보이는 clone

은 limit dilution하여 증식시킨 후 동결보관 하였다.

특이항체의 선별

ELISA방법은 96-well plate에 coating Buffer(pH 9.4)

로 희석시킨 항원단백질 용액을 50 µl/well씩 가하고

4oC에서 16시간 배양, 또는 37oC에서 4시간 배양 후,

용액을 흡입 제거하고 blocking solution(0.1% BSA-

PBS) 100 µl를 각 well에 가하여 1시간, 4oC 배양하였

다. blocking solution을 제거하고, PBS용액으로 3번 세

척한 후, hybridoma배양 상등액 또는 mouse 혈청을

PBST로 희석하여 50 µl를 한 well에 가하고 상온에서

30분간 정치하고, 제거하였으며, PBS용액으로 3회 세

척하였다. HRPO conjugated anti-mouse IgG를 PBST로

1/10,000희석한 용액 50 µl를 각 well에 가한 후, 이를

상온에서 30분간 반응시켰으며, 용액을 제거하고, PBS

용액으로 3회 세척하였다. 0.04% OPD 기질용액을 well

당 50 µl를 넣고 상온에서 15 ~30분 반응시켰으며, 2.5N

H2SO4 50 µl로 반응을 정지시켰다. 발색된 정도는

492 nm에서 흡광도로 측정하였다.

제작한 단일클론 항체의 Vtg에 대한 특이성을 확인

하기 위해 실시한 Western blotting은 SDS-PAGE를 통

해 분리된 Vtg 단백질을 PVDF membrane에 blotting하

여 3% Skim-milk로 blocking하고 Vtg에 대한 항체를

생성하는 hybridoma의 상등액을 희석하여 가하고 상온

에서 30분간 약하게 진탕하여 반응시켰다. Secondary

antibody 반응은 anti-mouse IgG를 희석하여 사용하였

으며, DAB solution을 사용하여 발색하였다.

결 과 

E2 처리에 의한 버들치 Vtg 생성

E2(4 µg/g body weight)를 처리하고 7일이 경과된 후,

버들치의 혈액 속에 Vtg의 생성유무를 확인하고자 혈

청을 SDS-PAGE로 분리하였다. 대조군으로 E2 미처리

암컷과 미처리 수컷의 혈청을 사용하여, E2 처리 암컷

과 E2 처리 수컷의 혈청을 상호 비교하였다. 

대조군으로 쓰인 E2 미처리 수컷과 E2 미처리 암컷

은 동일한 패턴을 보였다(Fig. 1). E2 처리 수컷과 암컷

에서는 미처리 대조군에서 나타나지 않은, 약 150 kDa

부근에서 새로운 밴드를 나타내고 있었다. 이 새로운

밴드는 문헌에 보고 된 잉어(Cyprinus carpio) 와 농어

(Perca fluviatilis) 등의 Vtg와 동일한 분자량 수준을 보

이고 있어 [9], E2를 복강 처리한 모든 버들치에서 Vtg

가 생성되었다고 사료된다. 

선별된 hybridoma cell의 선별 및 역가판정

E2 주사한 버들치 혈청과 대조군으로서 E2 미처리 버

들치 혈청이 coating된 96-well micro-plate에, 선별된

1D4, 2A4, 3D3, 3D4, 3D5 배양상층액을 반응시켜 Vtg

항원에 대한 항체의 특이적 결합을 관찰하였다. 그 결
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과 생산된 단일클론항체의 Vtg에 대하여 특이적으로

반응함을 알 수 있었다(Fig. 2). ELISA의 반응 결과는

E2 투여된 버들치 혈청과의 반응만을 보여주었다. 이

결과로 Vtg 검출을 수행할 수 있는 hybridoma cell 5개

를 선별할 수 있었다. 

Hybridoma의 상등액을 이용한 Vtg단백질의 Western

detection

E2 미처리 수컷과 E2 처리 수컷의 혈청을 SDS-PAGE

로 분석한 결과 E2 처리한 버들치 혈청에서만 150 kDa

의 진한 밴드를 확인할 수 있었다(Fig. 3a). 이 밴드가

Vtg인지 확인하기 위해서 산란기의 암컷 혈청과 비교

하였을 때, 같은 위치에서 밴드가 확인되었고 E2 미처

리 암컷에서는 이 밴드가 나타나지 않았다(Fig. 3b). 따

라서, 산란기의 암컷과 E2에 노출된 물고기의 혈청에

나타나는 단백질이 Vtg임을 확인할 수 있었다. Western

blot을 수행한 결과 E2 미처리 암수 혈청에는 어떤 반

응도 나타내지 않았으나, 산란기 암컷과 E2 처리한 암

수 모두150 kDa 부근의 밴드에서 반응을 나타내었다.

그리고 100 kDa 부근의 알단백질에서도 반응을 나타내

었는데, Vtg가 분해 된 구성물질 즉, lipovitellin과

posvitin에서 반응을 나타낸 것으로 사료된다. 

Fig. 1. SDS-PAGE of serum from E2 treated R. oxycephalus.

Gels were stained with Coomassie Brilliant Blue R 250.

Lane M, standard molecular marker; Lane 1, serum from

untreated female; Lane 2, serum from untreated male; Lane

3, serum from E2 treated female; Lane 4, serum form E2

treated male. Molecular weight of each band indicated on

the left side. Vtg was indicated by arrow.

Fig. 2. Specificity of antibodies secreted by selected

hybridoma using E2-treated and untreated serum. ELISA

was performed using E2-treated serum protein from R.

oxycephlus (25 ng/well). Culture supernatant of hybridoma

was reacted with Vtg coated at the surface of microplate

wells and Anti-mouse IgG-HPRO was diluted 1 : 10,000

with PBST.

Fig. 3. Western blot analyses of R. oxycephalus serum

proteins using antibodies secreted by hybridoma cell line

(a) 1D4 and (b) 3D3. (a) Lane M, protein molecular

marker; lane 1, 3, untreated male; lane 2, 4, E2 treated male.

(b) Lane M, protein molecular marker; lane 1, 5 female

collected in spawning season; lane 2, 6, E2 treated female;

lane 3, 7, untreated female; lane 4, 8, yolk protein from

collected in spawning season.
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E2 농도에 의한 Vtg 유도

E2 처리 농도가 Vtg 생성량에 미치는 영향을 알아보

기 위해 버들치에 E2를 0.01 µg/g, 0.1 µg/g, 0.5 µg/g,

2 µg/g, 5 µg/g, 10 µg/g등 버들치의 body weight에 대한

농도로 각각 복강 주사한 결과, E2양을 증가시킬수록

Vtg의 생성량도 증가추세를 나타냄을 확인할 수 있었

다(Fig. 4a, 4b). 

E2 처리에 따른 Vtg 양의 시간별 변화

E2를 처리한 후 시간에 따른 Vtg의 유도량 변화를 살

펴본 결과 시간이 경과할수록 Vtg 유도량은 현저히 증

가하다 서서히 감소하는 추세를 나타내었다(Fig. 5a, 5b).

이는 E2가 Vtg 생성에 관여하나, estrogen receptor의

생성도 동시에 유도하기 때문이라 사료된다 [10, 13].

본 실험에서는 E2를 복강 주사하고 제 1일, 제3일, 제

7일, 제11일, 제 17일, 제 31일 후의 혈청을 비교하여

버들치에서는 제 7일째 발현량이 최고임을 알 수 있었다.

고 찰

Vtg은 척추동물 중 난생동물의 암컷 혈장에서 발견

되는 단백질로서 난황 단백질의 전구체 물질로 알려져

있다. 이는 간에서 생성된 후, 난소로 이동, 발달중인

난모세포로 흡수되어 알 내부에서 lopovitelline과

phosvitin으로 전환되는데 [14] 에스트로겐은 이러한 Vtg

의 합성과 분비를 촉진시킨다. 내분비계의 정상적인 기

능을 방해하는 물질인 EDs는 체내에 유입되어 마치 호

르몬처럼 작용한다고 하여 환경호르몬으로 불리는데

[2], 이는 불포화벤젠고리를 가지는 작은 크기의 물질

로 에스트로겐을 비롯한 성 호르몬과 유사함이 많음이

보고되었다 [4]. 

본 연구에서는 에스트로겐 유사작용을 유발시키는

EDs에 대한 대책으로, 우리나라 전역에 걸쳐 1급수 우

점종으로 알려진 버들치 [1]를 사용하여 에스트로겐 처

리 시 Vtg의 발현을 조사하고, 나아가 EDs의 screening

Fig. 4. Expression of serum Vtg from R. oxycephalus
depend on different concentrations. (a, b) Treated con-
centrations (µg/g) was the quantity of E2(µg)/weight(g)
of R. oxycephalus. lane 1, untreated; lane2, 0.01 µg/g;
lane 3, 0.1 µg/g; lane 4, 0.5 µg/g; lane 5, 2 µg/g; lane
6, 5 µg/g; lane 7, 10 µg/g. (b) Plasma Vtg levels deter-
mined by densitometer.

Fig. 5. Expression of serum Vtg from R. oxycephalus
depend on time of injection. (a, b) E2 treatment was
used 8 µg/g. lane 1, untreated; lane 2, 1 day after
injection; lane 3, 4, 5, 6 and lane 7 was 3, 7, 11, 17
and 31 days after injection, respectively. (b) Plasma Vtg
levels determined by densitometer.
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을 위한 면역학적 검사법을 위해 단일클론항체를 개발

하였다.

경기도 수원시 광교산 일대에서 채집한 버들치를 사

용하여 Vtg 생성을 유발하는 것으로 알려진 에스론주

사액을 버들치의 복강에 주사하여 본 실험을 수행하

였다. 

결과로, E2를 4 µg/g body weight을 처리하고 7일이

경과된 버들치의 암, 수컷 모두에서 미처리 대조군에

서 나타나지 않은 150 kDa 부근의 band를 확인할 수

있었다. 이 새로운 band는 E2의 처리로 인해 생성된

Vtg이라 추정되며, 이는 무지개 송어(Onchorynchus

mykiss), 넙치(Paralichthy olivaceus), 조피볼락(Sebastes

schlegeli) 등 일반적으로 Vtg 생성이 관찰되는 어류 [5]

이외에 국내 하천에 널리 분포하는 버들치에서도 E2

이 Vtg 생성을 유도함을 확인할 수 있는 결과이다. 또

한, E2을 6주간 투여한 Balb/C mouse의 B cell과

myelloma cell (Sp2/0)을 융합시켜 제작된 단일클론 항

체 1D4, 2A4, 3D3, 3D4, 3D5는 위의 E2 투여된 버들

치 혈청과의 ELISA 결과 특이적으로 반응함을 보여주

었다. 이 단일클론항체는 E2 투여된 버들치 혈청과의

Western detection에서도 그 특이성이 대조군과 비교하

여 뚜렷하게 확인됨을 보여주었다.

E2 농도가 Vtg의 생성에 미치는 영향을 알아보기 위

해 버들치의 body weight당 0.01-10 µg/g으로 E2을 주

사한 결과,E2의 양을 증가시킬수록 Vtg의 생성량도 증

가추세를 나타냄을 확인하였다. 기존의 연구에서도 대

부분의 어류에서 E2 처리 농도에 따라 Vtg 생성량이

증가함을 보여주었다 [6, 7, 9, 11]. E2 처리량과 Vtg 생

성량의 상관관계를 보았을 때, E2 농도별로 발생되는

Vtg 양은 어류의 종류에 따라 다르겠지만 버들치에서

도 E2 처리량이 증가할수록 Vtg양도 증가되는 동일한

결과를 보인다는 것을 확인할 수 있었다. 

E2처리한 후, 시간에 따른 Vtg의 유도량 변화를 살

펴본 결과 Vtg 유도량은 복강주사 후, 제7일까지는 현

저히 증가하다 31일 까지는 서서히 감소하는 추세를

나타내었다. 이는 E2이 Vtg생성에 관여하나, estrogen

receptor의 생성도 동시에 유도하기 때문이라 사료된다

[10, 13]. 

Vtg는 암컷 특유의 단백질이지만 E2에 노출되었을

때에는 성에 관계없이 생성되어지며, E2 노출량에 영

향 받는다는 것을 확인하였다. 이를 토대로 본 실험을

통해 개발된 항체는 에스트로겐류 물질에 노출된 유무

를 판별하는데 이용되어 질 수 있으며, 최근 환경에 존

재하는 호르몬 유사작용 화학물질을 대상으로 평가하

는데 있어 면역학적 방법을 사용하여 Vtg 측정법을 개

발하는데 유용한 도구가 될 것이라 사료된다. 

결 론

Vitellogenin은 알단백질의 전구체로 phospholipo-

glycoprotein이며, 에스트로겐 자극 시 난생척추동물의

간에서 합성되어 혈중에 분비되는 암컷 특이적인 단백

질이다. Vtg는 정상적인 수컷에서는 생성되지 않으나,

에스트로겐류 물질에 노출되었을 때에는 생성될 수 있

다. 그러므로 수컷 혈중의 Vtg의 존재유무는 에스트로

겐 유사물질에 노출되었는지를 판단하는데 있어 유용

한 도구가 될 수 있다. 본 실험에서는 버들치에 E2를

처리함으로써 Vtg의 합성을 유도하였다. 또한, E2에 대

한 처리량과 시간에 따른 Vtg의 발현량을 조사하였다.

면역용 항원으로 E2 처리에 의한 Vtg를 이용하여 Balb/

c mouse에 면역시켰고 spleen cell과 myelloma cell을

융합시켜 단일클론항체를 제작하였다. ELISA를 통해

버들치 Vtg에 특이적으로 반응하는 하이브리도마를 선

별하였다. 지속적으로 항체를 분비하며 높은 역가를 띄

는 5개의 하이브리도마는 Vtg에 대한 특이성을 확인하

기 위해 Western blotting에 사용되었다. 본 연구를 통

해 개발된 항체는 버들치 Vtg에 대하여 특이적으로 반

응함으로써, 수중 환경의 호르몬유사작용 물질의 존재

를 판별하기 위한 생물지표로서의 Vtg를 검출하는 데

있어 유용한 도구가 될 것으로 사료된다.
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