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= Abs t rac t =

The gene t i c def ec t s i n human gamet es and embr yos can cause adver se ef f ec t s on over al l

r epr oduc t i ve event s . Bi opsy of embr yos f or pr e i mpl ant a t i on gene t i c di agnos i s (PGD) of f er s

a new pos s i bi l i t y of havi ng chi l dr en f r ee of t he gene t i c di sease . In addi t i on , advanced

embr yo cul t ur e met hod may enhance t he ef f ec t i venes s of embr yo bi opsy f or t he pr ac t i cal

appl i ca t i on of PGD. Thi s exper i ment al s t udy was under t aken t o eval ua t e t he ef f ec t s of
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cocul t ur e on t he devel opment i n vi t r o of bi ops i ed mouse embr yos as a pr ecl i ni cal model f or

PGD of human embr yos .

Embr yos wer e obt a i ned af t er i n vi t r o f er t i l i za t i on (IVF) f r om F1 hybr i d mi ce (C57BL♀/ CBA

♂) . Us i ng mi cr omani pul a t i on , 1, 2 , 3 or 4 bl as t omer es of 8- cel l s t age embr yos wer e

aspi r at ed t hr ough a hol e made i n t he zona pel l uc i da by zona dr i l l i ng (ZD) wi t h ac i di c

Tyr ode ' s sol ut i on (ATS) . Af t er bi opsy of bl as t omer es , embr yos wer e cul t ur ed i n vi t r o f or

110 hour s i n Ham' s F- 10 suppl ement ed wi t h 0 . 4% BSA or cocul t ur ed on t he monol ayer of Ver o

cel l s i n t he same medi um. The f r equence of bl as t ocys t f or mat i on wer e r ecor ded, and t he

embr yos beyond bl as t ocys t s t age wer e s t a i ned wi t h 10% Gi emsa t o count t he t ot al number of

nucl e i i n each embr yo .

Ther e was no s i gni f i cant di f f er ence i n t he bl as t ocys t f or mat i on bet ween t he zona i nt ac t

cont r ol gr oup and t he zona dr i l l i ng (ZD) onl y , or bi ops i ed gr oups . The ha t chi ng r a t e of

al l t he t r ea t ment gr oups except 4/ 8 gr oup was s i gni f i cant l y hi gher t han t ha t of cont r ol

gr oup . In al l t he t r ea t ment gr oups , t her e was a s i gni f i cant r educt i on i n t he mean cel l

number of embr yos beyond bl as t ocys t s t age (50 . 2 ±14 . 0 i n cont r ol gr oup vs . 41. 2 ±7 . 9 i n ZD,

39 . 3 ±8 . 8 i n 7/ 8 , 29 . 7 ±6 . 4 i n 6/ 8 , 25 . 1 ±5 . 7 i n 5/ 8 , and 22 . 1±4 . 3 i n 4/ 8 gr oups ,

p<0 . 05 ) . When t he same t r ea t ment s wer e f ol l owed by cocul t ur e wi t h Ver o cel l s , a s i mi l ar

pa t t er n was seen i n t he bl as t ocys t f or mat i on and t he ha t chi ng r at e . However , i n al l t he

t r ea t ment gr oups , t her e was a s i gni f i cant i ncr ease i n t he mean cel l number of embr yos

beyond bl as t ocys t s t age wi t h cocul t ur e , compar ed wi t h t he par al l el gr oups wi t hout

cocul t ur e . In t he cl eavage r at e of bi ops i ed bl as t omer es cul t ur ed f or 110 hour s af t er IVF,

t her e was no s i gni f i cant di f f er ence be t ween cocul t ur e and non- cocul t ur e gr oups (87. 2% vs .

78 . 7%) . However , t he mean cel l number of embr yos devel oped f r om t he bi ops i ed bl as t omer es

was s i gni f i cant l y hi gher i n cocul t ur e gr oup (11. 5 ±4 . 7 vs . 5 . 9 ±1. 9 , p<0 . 05 ) .

In concl us i on , bi opsy of mouse embr yos af t er ZD wi t h ATS i s a saf e and hi ghl y ef f i c i ent

met hod f or PGD, and cocul t ur e wi t h Ver o cel l s showed a pos i t i ve ef f ect on t he devel opment

i n vi t r o of bi ops i ed mouse embr yos and bl as t omer es as a pr ecl i ni cal model f or PGD of human

embr yos .

Ke y Wo r ds : Pr e i mpl ant a t i on gene t i c di agnos i s (PGD) , Mouse embr yo, Bl as t omer e bi opsy ,

Zona dr i l l i ng , Cocul t ur e , Ver o cel l , Bl as t ocys t , Hat chi ng
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* 본 연구는 1997년도 보건의료기술연구개발사업 (HMP- 97- B- 3- 0028 )의 지원에 의하여 이루어진

것임 .

Thi s s t udy was suppor t ed by a gr ant (HMP- 97- B- 3- 0028 ) of t he 1997 Good Heal t h Resear ch

and Devel opment Pr oj ec t , Mi ni s t r y of Heal t h and Wel f ar e , Republ i c of Kor ea .
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서 론

인간에서 많은 유전질환이 배아의 착상 전 유전진단의 임상 적응증이 될 수 있으며, 특히 인

간 생식세포의 염색체 이상은 수정 장애 , 초기 배아의 발생 정지 , 착상 직후의 배아 사멸 , 자연

유산 , 사산 , 신생아 사망 등과 같은 전반적인 생식현상에 악영향을 미칠 수 있다 (Pang e t al . ,

1994 ; Ver l i nsky e t al . , 1996) . 염색체 이상의 원인 인자 중 염색체의 수적 이상 , 즉 이수배

수체 (aneupl oi dy )는 가장 대표적인 세포유전학적 원인이다 .

따라서 생식세포 수준에서의 염색체 이상을 진단하기 위한 검사를 실시한 후 체외수정시술

( IVF- ET) 등과 같은 보조생식술 (as s i s t ed r epr oduc t i ve t echnol ogy , ART) 시행시 염색체 이상이

없는 온전한 정자와 난자만을 선별하여 수정 및 배아 발생을 유도하는 것이 이상적이지만 , 특히

온전한 정자만을 선별하여 수정에 이용한다는 것은 실제적으로는 불가능한 실정이다 . 한편 배

아의 염색체 이상을 기존의 세포유전학적 진단 기술로 검색한다는 것은 불가능하다 . 이에 배아

의 자궁내막 착상 전 단계에서 염색체 이상 등의 유전질환을 진단하는 기술인 착상 전 유전진단

(pr e i mpl ant at i on gene t i c di agnos i s , PGD)이 제시된 바 있다 (Handys i de e t al . , 1990 ) .

배아의 착상 전 단계에서 염색체 이상 등 유전질환의 진단을 위한 진단 기술의 개발에 있어서

배아의 할구 생검 (bl as t omer e bi opsy )은 기본적으로 시행되어야 할 시술이다 . 또한 배아의 할

구 생검 후 배아의 안전성 및 생검된 할구를 이용한 효과적인 진단 기술의 적용 가능성을 확립하

기 위한 실험 동물을 이용한 배아의 공배양 (cocul t ur e ) 등과 같은 배양 기술의 개선에 관한 기초

연구는 임상적으로 인간 배아에게 적용시 가장 최선의 방법을 고안 창출하는데 있어서 필수적으

로 요구되는 연구 과제라고 할 수 있다 .

본 연구에서는 인간 배아를 대상으로 한 착상 전 유전진단을 임상적으로 적용하기 위한 전 단

계로서 생쥐 동물실험을 개발하여 배아 발달 시기에서의 할구 생검, 생검된 할구의 체외배양 , 배

아의 체외배양 등의 기술과 지식을 축적함으로써 인간 배아의 착상 전 유전진단을 위한 기반 기

술로서 확립하고자 하였다 . 즉 본 연구에서는 인간 배아를 대상으로 한 착상 전 유전진단의 임

상적 적용에 있어서 가장 적절한 방법을 고안하기 위하여 체외수정된 생쥐의 8- 세포기 배아를 대

상으로 ac i di c Tyr ode ' s sol ut i on (ATS)을 이용한 zona dr i l l i ng (ZD) 방법으로 투명대에 구멍을

만들어 배아당 1개에서 최대 4개까지의 할구를 생검한 후 할구가 생검된 배아와 생검된 할구의

체외 발생 정도를 조사 분석하고, Ver o cel l 을 이용한 공배양을 실시하여 배아의 체외 발생 양상

을 규명하고자 하였다 .
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대상 및 방법

1 . 연구 대상

본 연구에서는 제 1대 잡종 (F1 hybr i d , C57BL♀xCBA♂) 생쥐를 이용하였다 . 광량 (명 :암=12 :

12 ) 및 온도 (22 ℃) 조절과 환풍 시설이 갖추어진 사육실에서 사육된 생후 6- 8주령의 암컷과 생후

12주령 이상의 수컷을 사용하여 체외수정을 실시하여 생성된 배아를 대상으로 하였다 .

2 . 연구 방법

1 ) 체 외 수 정

( 1 ) 정 자 의 준 비

수컷 생쥐를 경추 탈구법으로 희생시킨 후 부정소 미부를 분리하여 Ham s F- 10이 담긴 배양접

시로 옮겼다 . 정자를 회수하기 위하여 26G 주사침으로 조직을 절단한 후 37℃, 5% CO2 배양기내

에서 10분간 배양하였다 . 이후 최상층의 정자 부유액을 회수하여 수정용 및 발생용 배양액인

Ham' s F- 10 (+ 0. 4% bovi ne ser um al bumi n, BSA)에 옮긴 후 10분간 배양하여 정자의 수정능력 획

득을 유도하였다 .

(2 ) 난 자 의 준 비

난자 채취를 위하여 PMSG(Si gma , USA) 7. 5IU를 암컷 생쥐에 복강 주사하고, 48시간 후 hCG

(Si gma , USA) 5IU를 복강 주사하여 과배란을 유도하였다 . HCG 투여 14- 16시간 후 경추 탈구법

으로 희생시킨 후 양측 난관을 채취하였다 . 채취된 난관을 수정용 배양액이 담긴 배양접시로

옮긴 후 난관 팽대부를 절제하여 난자- 난구세포 복합체 (oocyt e- cumul us cel l compl ex , OCCC)를

회수하여 수정용 배양액 2ml 가 들어있는 배양접시에 옮겨 수정시까지 37 ℃, 5% CO2 배양기내에서

배양하였다 .

(3 ) 수 정 및 확 인

수정능력 획득이 유도된 정자를 30- 40개의 난자가 들어있는 배양접시에 운동성 정자의 농도가

1x106 / ml 가 되도록 주입한 후 9시간 체외배양하여 수정시켰다 . 수정 후 난자에서 전핵의 형성

여부를 관찰하여 난자의 형태나 세포질에 이상이 없고 , 2개의 전핵이 명확하게 형성된 것만을 선

별한 후 발생용 배양액 2ml 가 들어있는 배양접시에 옮겨 37 ℃, 5% CO2 배양기내에서 배양하였다 .
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2 ) 배 아 의 할 구 생 검

할구 생검은 체외수정 56- 60시간 후 8- 세포기로 발생된 배아를 대상으로 역반사현미경

(Di aphot 300, Ni kon )에 부착된 한쌍의 미세조작기 (NT- 88 , Nar i shi ge )를 이용하여 실시하였으며,

할구 생검시 배양액은 Ca++과 Mg++이 제거된 D- PBS (+ 0 . 4% BSA) 용액을 사용하였다 . 좌측

hol di ng pi pe t t e으로 배아를 고정한 후 우측 ac i di c Tyr ode ' s sol ut i on (pH 2 . 3 )이 들어있는

pi pe t t e을 이용하여 할구 생검을 용이하게 하기 위하여 배아의 투명대 (zona pel l uc i da )를 녹여

10- 20㎛ 크기의 구멍을 뚫었다 (Gor don & Gang , 1990) . 이후 투명대의 구멍을 통하여 우측에

ac i di c Tyr ode ' s sol ut i on용 pi pe t t e과 평행하게 설치된 할구 생검용 pi pe t t e으로 할구를 하나씩

흡입하여 투명대 밖으로 분리하였다 . 각각의 8- 세포기 배아에서 1개에서 최대 4개까지의 할구

를 생검하였다 (Wi l t on & Tr ounson , 1989 ; Kr zymi nska e t al . , 1990 ; Geber e t al . , 1995 ) . 생

검된 할구와 할구가 생검된 배아를 각각 멸균된 오일이 덮인 Ham' s F- 10 (+ 0 . 4% BSA) 10㎕ 배양

액 방울에 넣어 37℃ , 5% CO2 배양기내에서 배양하면서 24시간 간격으로 체외수정 후 110시간까지

배아의 발생을 관찰하였다 .

3 ) Ve r o c e l l 을 이용 한 공 배 양

( 1 ) Ve r o c e l l 의 준 비

배아의 발생능 향상을 위한 공배양 체계는 세계보건기구 (WHO)로 부터 구입되는 vi r us와 이외

오염 물질에 대한 안전성이 확인된 Ver o cel l (WHO l i br ar y , r ef Ver o 6758 )을 이용하여 실시하였

다 (Wet zel s e t al . , 1991 ; Menezo e t al . , 1992b ) . 구입된 동결보존 상태의 ampl e을 37 ℃ 항온

수조에서 급속히 융해하고 동결보존액을 제거하기 위하여 MEM(+ 20% Fet al bovi ne ser um, FBS)

9ml 로 희석하여 600G로 5분간 원심분리하였다 . 상층액을 제거하고 상기된 배양액으로 희석한

후 MEM(+ 20% FBS) 10ml 가 들어있는 25cm2 t i s sue cul t ur e f l ask에 Ver o cel l 의 농도가 2x106되게

주입하였다 . 이후 f l ask의 뚜껑을 느슨하게 풀어 주고 37 ℃, 5% CO2 배양기내에서 배양하였다 .

배양 48시간 후에 단일층 (monol ayer )의 형성과 yeas t , f ungus 등의 오염 물질의 생성 여부를 관

찰하여 단일층의 형성이 잘 되어있고 오염에 이상이 없을 경우 전 배양된 신선한 MEM(+ 20% FBS)

으로 배양액을 교환하고 , 매 48시간 마다 상기 과정을 반복하였다 . Ver o cel l 의 단일층이

cul t ur e f l ask의 저면에 완전히 확산되면 (>32x106 cel l s ) 계대배양 (subcul t ur e )을 실시하였다

(Bongso e t al . , 1989 ) .

(2 ) Ve r o c e l l 의 계 대 배 양

Cul t ur e f l ask의 저면에 Ver o cel l 의 단일층이 완전히 확산되면 f l ask내의 배양액을 제거하

고 , 죽은 세포들과 cel l debr i s 등을 제거하기 위하여 신선한 MEM 배양액으로 2- 3회 세척하였다 .

이후 단일층을 분리하기 위하여 Ca++과 Mg++이 제거된 phospha t e- buf f er ed sal i ne (PBS)에 0 . 05%
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t r yps i n- 0 . 53 mM EDTA가 들어있는 medi um 2ml 을 주입하고 , 37 ℃, 5% CO2 배양기내에서 5- 10시간

배양하여 f l ask 바닥의 Ver o cel l 의 단일층으로부터 세포를 분리하였다 . 역반사현미경하에서 단

일층의 분리가 완료되면 t r yps i n- EDTA를 제거하기 위하여 15ml coni cal t ube에 Ver o cel l 부유액

을 옮겨 MEM(+ 20% FBS) 5ml 로 희석한 후 300G로 5분간 원심분리하였다 . 동일한 방법으로 반복

세척한 후 최초 Ver o cel l 의 준비 방법을 사용하여 cul t ur e f l ask에 Ver o cel l 을 배양하였다 .

상기 방법을 사용하여 2회 추가 계대배양을 실시하였다 .

(3 ) Ve r o c e l l 의 동 결 보 존

계대배양을 통하여 충분한 Ver o cel l 이 배양되면 추후 배아와의 공배양을 위하여 동결보존하

였다 . Tr yps i n- EDTA 처리로 cul t ur e f l ask 바닥의 단일층으로부터 회수된 세포의 수를 계산하

고 , 0 . 2% t r ypan bl ue 염색을 시행하여 생존율을 산정하였다 . 이후 15ml coni cal t ube에 회수

된 세포 부유액을 옮겨 MEM(+ 20% FBS) 5ml 로 희석한 후 600G로 5분간 원심분리하였다 . 동일한

방법으로 반복 세척한 후 상층액을 제거하고 , MEM(+ 20% FBS, + 10% DMSO)으로 살아있는 세포의

수가 2- 3x106 / ml 되게 희석하였다 . Cr yot ube에 1ml 의 희석액을 주입하고 상온에서 20분간 동해방

지제에 대한 평형을 유도하였다 . 이후 자동 세포동결기 (Pl anner , Model CRYO- 10 )를 이용하여

냉각을 시행하였다 . 냉각 방법은 상온에서 - 30 ℃까지 1℃/ mi n씩 냉각한 후 - 30 ℃에서 바로 액

체 질소에 넣어 동결을 완료하고 사용시까지 액체질소통에 보관하였다 .

(4 ) 배 아 와의 공 배 양

배아와의 공배양 2- 3일 전에 cr yot ubes에 동결보존된 Ver o cel l 을 37 ℃ 항온 수조에서 급속히

융해한 후 동결보존액을 제거하기 위하여 MEM(+ 20% FBS) 9ml 로 희석하여 600G로 5분간 원심분리

하였다 . 상층액을 제거하고 세포괴를 상기 배양액 1ml 로 희석한 후 MEM(+ 20% FBS) 2ml 가 들어

있는 2- wel l or gan cul t ur e di sh에 Ver o cel l 의 농도가 1X105 / ml 되게 조정하였다 . 사용 당일 배

양접시 바닥에 Ver o cel l 단일층의 확산 정도를 관찰하여 70- 80% 정도 확산되어 있으면 공배양을

실시하기에 적합한 상태로 간주하여 사용하였다 (Bongso e t al . , 1989 ) . 배아와의 공배양 전에

Ver o cel l 의 단일층이 형성된 배양접시를 전 배양된 신선한 Ham' s F- 10 (+ 0. 4% BSA)으로 2- 3회

세척하여 죽은 세포나 이물질을 제거하였다 . 각각의 처리 후 배아와 할구를 Ver o cel l 단일층

이 형성된 Ham' s F- 10 (+ 0 . 4% BSA) 2ml 가 들어있는 배양접시로 옮겨 37 ℃, 5% CO2 배양기내에서

배양하면서 24시간 간격으로 체외수정 후 110시간까지 배아의 발생을 관찰하였다 .

4 ) 배 아 의 염 색 및 세포 수 의 관찰

각각의 처리에서 체외수정 후 110시간에 배반포기 (bl as t ocys t ) 이상으로 발생된 배아와 생검

된 할구로부터 2일간 추가 발생된 배아에서 세포 수의 관찰을 위한 염색을 실시하였다 . 각각의

배아를 저장성 용액 (150mOsm) 20㎕가 들어 있는 배양접시에 분리 주입하여 10분간 37 ℃, 5% CO2
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배양기내에서 배양한 후 슬라이드에 옮겨 건조시켰다 . 건조된 슬라이드를 고정액 (met hanol :

ace t i c aci d = 3 :1)에 넣어 24시간 고정시킨 후 Gur r ' s buf f er (pH 6 . 8 )에 10% Gi emsa가 들어 있

는 염색액에 넣어 20분간 염색하였다 . 이후 증류수로 슬라이드를 세척하여 잔여 염색액을 제거

하고 건조시킨 후 현미경 x200 하에서 염색된 배아의 세포 수를 관찰하였다 .

5 ) 통 계 학 적 처 리

Chi - squar e t es t , St udent ' s t - t es t 등을 이용하여 자료 분석 및 유의성 검증을 실시하였으

며 , p<0 . 05를 통계학적으로 유의한 차이가 있는 것으로 간주하였다 .
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결 과

1 . 할 구 가 생검 된 배 아 의 체 외 발 생율

할구 생검 후 배아 발생에 이상이 없으면서 최대 생검 가능한 할구 수를 규명하기 위하여 과

배란유도 후 체외수정으로 생성된 8- 세포기 생쥐 배아에서 할구를 1개에서 최대 4개까지 생검한

후 배아의 발생 정도를 분석한 결과는 Tabl e 1과 같다 .

투명대에 미세조작을 가하지 않아 투명대가 온전한 대조군과 비교하여 zona dr i l l i ng만을 실

시한 ZD군과 할구를 1개에서 최대 4개를 생검한 배아군 , 즉 7/ 8군, 6/ 8군 , 5/ 8군, 4/ 8군에서 상

실배 (mor ul a ) 이하 단계로 발생이 정지된 배아의 비율 및 배반포기 (bl as t ocys t ) 이상으로 발생한

배아의 발생율에 있어서 각각 통계학적으로 유의한 차이가 없었다 . 그러나 배아의 부화율

(ha t chi ng r a t e )은 4/ 8군을 제외한 모든 처리군에서 대조군에 비하여 유의하게 높았다 (p<0 . 05 ) .

한편 배반포기 이상으로 발생한 배아의 세포 수는 대조군의 50 . 2±14 . 0개에 비하여 모든 처리군

에서 각각 41. 2±7 . 9개 , 39 . 3±8 . 8개 , 29 . 7±6 . 4개 , 25 . 1±5 . 7개 , 22 . 1±4 . 3개로서 유의하게 적

은 결과를 나타내었다 (p<0. 05 ) .

Tabl e 1 . Devel opment of bi ops i ed mouse embr yos i n vi t r o

Gr oups No . of Mor ul a ≥ Bl as t ocys t Hat ched No . of cel l s

embr yos (%) (%) bl as t ocys t (%) (mean±SD)

Zona i nt ac t 45 2 ( 4 . 4 ) 43 (95 . 6 ) 1 ( 2 . 2 ) 50 . 2±14 . 0

Zona dr i l l i ng 36 0 36 (100 . 0 ) 17 (47 . 2 ) a 41. 2±7 . 9a

7/ 8 embr yos 37 1 ( 2 . 7) 36 (97. 3 ) 15 (40 . 5 )a 39 . 3±8 . 8a

6/ 8 embr yos 36 2 ( 5 . 6) 34 (94 . 3 ) 16 (44 . 4 )a 29 . 7±6 . 4a

5/ 8 embr yos 38 4 (10 . 5 ) 34 (89 . 5 ) 8 (21. 1)a 25 . 1±5 . 7a

4/ 8 embr yos 39 3 ( 7 . 7) 36 (92 . 3 ) 4 (10 . 3 ) 22 . 1±4 . 3a

a : p<0 . 05 , compar ed wi t h zona i nt act gr oup

no . of cel l s : mean number of nucl e i i n ≥ bl as t ocys t

zona i nt ac t : non- mani pul a t ed cont r ol embr yos

zona dr i l l i ng : embr yos wi t h onl y s i ngl e hol e i n zona

7/ 8 - 4/ 8 embr yos : bi ops i ed embr yos f r om whi ch 1 t o 4 bl as t omer es wer e r emoved
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2 . 할 구 가 생검 된 배 아 의 체 외 발 생능 력 향 상 을 위 한 공 배양 체 계 의 효 과

Tabl e 1에서 실시한 연구 방법을 동일하게 적용한 Ver o cel l 을 이용한 공배양 결과인 배아의

발생율은 Tabl e 1의 결과와 유사하게 투명대가 온전한 대조군과 비교하여 상실배 이하 단계로 발

생이 정지된 배아의 비율 및 배반포기 이상으로 발생한 배아의 비율에 있어서 유의한 차이가 없

었으나, 배아의 부화율은 모든 처리군에서 유의하게 높게 나타났다 (p<0 . 05 ) (Tabl e 2 ) . 배반포

기 이상으로 발생한 배아의 세포 수는 대조군의 94 . 9±26 . 2개에 비하여 ZD군에서 91. 3±25 . 1개 ,

7/ 8군에서 89 . 1±22 . 9개로서 각각 유의한 차이가 없었지만 6/ 8군에서 68 . 0±17 . 2개 , 5/ 8군에서

52 . 0±11. 7개, 4/ 8군에서 46 . 3±12 . 7개로서 각각 유의하게 적었다 (p<0 . 05 ) .

공배양을 실시하지 않은 Tabl e 1의 각 군과의 상호 평행 비교에 있어서 배반포기 이상의 배아

발생율은 유의한 차이가 없었지만, 배아의 부화율은 ZD군과 4/ 8군에서 각각 유의하게 높았다

(p<0 . 05 ) . 배아의 세포 수에 있어서 공배양을 실시한 각 군에서 모두 유의하게 많은 결과를 나

타내었다 (p<0. 05 ) (Fi g . 1) . 또한 Tabl e 1의 대조군에서의 배아 세포 수 50. 2±14 . 0개에 비하여

공배양을 실시한 투명대가 온전한 대조군 , ZD군, 7/ 8군 및 6/ 8군에서의 배아 세포 수가 각각 유

의하게 많았으며 (p<0 . 05 ) , 5/ 8군과 4/ 8군에서는 유의한 차이가 없었다 (Fi g . 1) .

Tabl e 2 . Ef f ec t of cocul t ur e on devel opment of bi ops i ed mouse embr yos i n vi t r o

Gr oups No . of Mor ul a ≥ Bl as t ocys t Hat ched No . of cel l s

embr yos (%) (%) bl as t ocys t (%) (mean±SD)

Zona i nt ac t 45 0 45 (100 . 0 ) 2 ( 4 . 4 ) 94 . 9±26 . 2b

Zona dr i l l i ng 40 0 40 (100 . 0 ) 29 (72 . 5 )a , b 91. 3±25 . 1b

7/ 8 embr yos 39 0 39 (100 . 0 ) 16 (41. 0 )a 89 . 1±22 . 9b

6/ 8 embr yos 39 1 (2 . 6 ) 38 (97. 4 ) 17 (43 . 6 )a 68 . 0±17 . 2a , b

5/ 8 embr yos 34 0 34 (100 . 0 ) 14 (41. 2 )a 52 . 0±11. 7a , b

4/ 8 embr yos 37 3 (8 . 1) 34 (91. 9 ) 14 (37 . 8 )a , b 46 . 3±12 . 7a , b

a : p<0 . 05 , compar ed wi t h zona i nt act gr oup

b : p<0 . 05 , compar ed wi t h par al l el gr oups i n Tabl e 1
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Fi g . 1. Cel l number s of embr yos cul t ur ed wi t hout or wi t h cocul t ur e and

devel oped beyond bl as t ocys t s i n 110 hour s af t er IVF.

a : p<0 . 05, compar ed wi t h t he same gr oup wi t hout cocul t ur e

b : p<0 . 05, compar ed wi t h zona i nt ac t gr oup wi t hout cocul t ur e

3 . 생 검 된 할구 의 체 외 발 생 율

생검된 할구의 체외배양시 공배양을 실시하지 않은 군과 공배양을 실시한 군 상호간의 비교에

있어서 세포분열이 일어난 할구의 비율은 각각 78 . 7%(96/ 122 ) , 87 . 2%(68/ 78 )로서 유의한 차이가

없었으나 분열된 할구의 세포 수는 각각 5 . 9±1. 9개, 11 . 5±4 . 7개로서 공배양군에서 유의하게 많

았다 (p<0 . 05 ) (Tabl e 3 ) .

Tabl e 3 . Ef f ec t of cocul t ur e on devel opment of bi ops i ed mouse bl as t omer es i n vi t r o

Gr oups No . of Ar r es t ed Di vi ded No . of cel l s

bl as t omer e (%) (%) (mean±SD)

Wi t hout cocul t ur e 122 26 (21. 3 ) 96 (78 . 7 ) 5 . 9±1. 9

Wi t h cocul t ur e 78 10 (12 . 8 ) 68 (87 . 2 ) 11. 5±4 . 7a

a : p<0 . 05 , compar ed wi t h gr oup wi t hout cocul t ur e

no . of cel l s : mean number of nucl e i i n di vi ded bl as t omer es
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고 찰

착상 전 유전진단 (PGD)은 정자와 난자의 수정 후 발생된 배아가 자궁내막에 착상하기 전 단계

에서 미세조작술 (mi cr omani pul a t i on )을 이용하여 다세포의 배아에서 생검된 1개 , 혹은 다수의 할

구를 대상으로 유전진단을 시행하는 최신 진단 기법이다 (Munne et al . , 1993 )

인간에서 배아의 착상 전 유전진단을 시행하고자 할 때에는 체외에서 배아의 일부 세포를 생

검한 후 다시 자궁강내로 배아를 이식하여야 하므로 여러 가지 기본적인 기술들이 필요하며, 현

재까지 알려진 기법으로는 배아의 발생 과정 중 유전진단의 시행 시기에 따라 극체 생검 (pol ar

body bi opsy ) , 배아의 할구 생검 (cl eavage s t age embr yo bi opsy ) , 영양외배엽세포 생검

( t r ophec t oder m bi opsy ) 등이 있다 . 이러한 방법들은 각각 장단점을 지니고 있는데, 극체 생검

의 경우 부계로부터 전달되는 유전 정보 및 성염색체와 관련된 정보는 알 수 없다는 단점이 있으

며 , 영양외배엽세포 생검의 경우 체외배양을 통하여 분석 대상이 되는 배반포기의 배아 획득율이

상대적으로 낮다는 점 , 배반포기의 배아는 즉시 자궁강내로 이식을 하여야 하므로 유전진단을 위

한 시간적 여유가 적다는 점 등의 단점이 있다 (Bol t on e t al . , 1991) . 따라서 현재 착상 전 유

전진단 기법 중 발생기 배아에서 할구를 생검하여 유전진단을 실시하는 할구 생검이 보편적으로

이용되고 있다 . 인간에 있어서 착상 전 유전진단을 위한 할구 생검의 적용은 Handysi de 등 (1990)

이 X- l i nked r ecessi ve 유전 환자의 배아에서 할구 생검을 이용하여 배아의 성을 감별한 후 여성 배

아만을 이식하여 정상 여아의 분만을 유도함에 따라 임상적 유용성이 확인되었다 .

착상 전 배아에서의 할구 생검에 대한 안전성 연구는 동물 연구에서 할구 생검에 의하여 분리

된 각 할구들이 단독으로 발생하여 하나의 개체를 이룰 수 있다는 t ot i pot ency가 입증된 (Tar kowski ,

1959; Tar kowski & Wr obl ewska , 1967) 후 활발히 진행되고 있다. Wi l l adsen & Pol ge (1981)는 소의 8-

세포기 배아에서 2개의 할구를 분리한 후 배양하여 배반포기로 발생한 배아를 이식하여 57.7%의

임신율을 보고하였으며, Wi l t on & Tr ounson(1989)은 4-세포기의 생쥐 할구를 분리한 후 배양하여

81.4%의 배반포기 발생율을 보고하여 할구 생검의 안전성을 입증한 바 있다 .

일반적으로 발생기 배아를 대상으로 한 착상 전 유전진단의 효율성을 높이기 위해서는 우선적

으로 생검 후 배아의 발달에 지장이 없으면서 동시에 분석의 정확도를 높이기 위하여 생검 가능한

최대한의 할구 수를 결정하여야 한다 . 배아의 발생 단계에 따른 할구 생검의 영향에 있어서 발

생 초기 단계인 2- 세포기, 4- 세포기의 배아에서 1개의 할구를 생검할 경우 이들 단계의 배아는 아

직까지 구조적으로 취약하기 때문에 미세조작을 이용한 할구 생검 후 배아의 생존력에 심각한 장

애를 초래할 수 있으며, 배반포기까지 발생이 진전되어도 내세포괴(i nner cel l mass )의 수가 감소

될 수 있다 . 그러나 8- 세포기의 배아에서 1개의 할구를 생검할 경우 배아의 발생에 이상이 없으
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며, 최대 3개까지의 할구를 생검할 수 있는 것으로 보고된 바 있다 (Hardy et al . , 1990; Kr zymi nska

et al . , 1990) . 또한 8- 세포기 배아는 구조적으로 견고한 형태를 유지하고 있으므로 할구 생검을

위한 aci di c Tyr ode ' s sol ut i on을 사용한 투명대 조작 등에 의한 영향을 적게 받으며, 세포의 분열

지수 (mi t ot i c i ndex)가 가장 높은 시기이므로 할구가 생검된 배아에서도 다음 단계의 발생 속도가

증가되어 궁극적으로 배아 발생이 충분하게 보상될 수 있다(Krzymi nska et al . , 1990) . 따라서 최

근 착상 전 유전진단을 위하여 수정 후 3일째, 즉 6- 8-세포기로 발생한 배아에서 1- 2개의 할구를

생검하는 방법이 가장 유용한 방법으로 제시되고 있다 .

배아의 할구를 이용한 착상 전 유전진단시 또 하나 고려하여야 할 것은 할구 생검시 배아가 받

게되는 손상을 복구하고, 정확한 분석 결과를 얻기 위한 시간적 여유를 확보하기 위하여 최적화된

배아의 체외배양 체계가 적용되어야 한다는 점이다 . 체외배양 조건이 불안정하면 할구가 생검된

배아의 질적 복구가 이루어지지 않아 배아의 발달율, 착상율 등이 영향을 받을 수 있으며, 생검된

할구의 유전진단을 위한 시간적 여유를 가질 수 없으므로 여러 실험 기법을 적용한 정확한 분석이

이루어지지 않을 수 있다 . 따라서 최적화된 배아의 체외배양 기술은 성공적인 할구 생검을 이용

한 배아의 착상 전 유전진단에 있어서 필수적인 요소라고 할 수 있다 .

인간 배아의 체외배양 체계는 생식생리학의 발전, 체외수정시술의 발달 등과 더불어 지속적으

로 개선되어 왔으며, 다양한 기법들이 보고되고 있다 . 배아의 체외배양 체계는 단순배양과 보조

세포 (hel per cel l )를 이용한 공배양으로 대별할 수 있다 . 최근 많은 연구 결과 배아의 발생 단계

에 따른 배양액의 조성 변화, 성장인자 (gr owt h fact or )의 배양액내 첨가 등의 단순배양을 이용하여

양호한 배아의 발생 성적이 보고되고 있다 (Takahashi & Fi r st , 1992; Fl ood et al . , 1993; Gar dner &

Sakkas , 1993) . 그러나 아직까지 동일 발달 단계의 유사한 질로 평가되는 배아에서 단순배양과

공배양의 상호 비교시 단순배양으로 체외배양된 배아에서 공배양으로 체외배양된 배아에 비하여

할구의 수가 상대적으로 적은 것으로 보고되고 있다(Goodeaux et al . , 1990; Menezo et al . , 1992a ) .

배아의 체외배양 기술의 궁극적인 목표는 적용이 간편하면서도 최대의 효과를 얻을 수 있는 방

법을 사용하는 것이 되겠지만 상기 문제점 등으로 인하여 최근 여러 종류의 보조세포를 이용한 공

배양이 활발히 연구되고 있다 . 공배양은 이용되는 보조세포에 따라 분류할 수 있는데, 주로 난

관 상피세포 (Bongso et al . , 1992) , 자궁내막 상피세포 (Desai et al . , 1994) , 과립막세포(Freeman et

al . , 1995), 난구세포(Mansour et al . , 1992) 등이 이용되고 있다. 공배양 시행시 우선 어떠한 보

조세포를 이용할 것인지를 결정한 후 동종 (homol ogous ) , 혹은 이종 (het er ol ogous ) 세포 중 어떠한 세

포를 이용할 것인지도 결정하여야 한다 . 한편 공배양 결과 배아의 발생율, 부화율 등에 있어서

이용한 보조세포의 종류에 따른 유의한 차이가 없었다는 보고도 있다 (Feng et al . , 1996) .

인간 배아의 공배양을 위한 보조세포의 선택에 있어서 유의하여야 할 점은 이종 세포를 이용할
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경우 인수 공동 감염증을 유발할 수 있는 미생물(mi cr oor gani sm)의 오염 문제를 심각히 고려하여야

하며, 동종인 인간의 보조세포를 이용할 경우에도 타인으로부터 채취된 세포의 경우 간염, 매독,

AIDS 등의 감염성 질환의 전파 방지에 완벽한 주의를 기울여야 한다 . 따라서 공배양의 시행은

현실적으로 매우 번거롭고, 대상 보조세포의 확보에 있어서 어려움이 많은 실정이다 . 이러한 문

제점을 개선하기 위하여 확보하기 용이하면서도 검역 결과가 확실하게 보장된 보조세포를 필요로

하게 되었으며, 이와 같은 조건에 부합되는 공배양을 위한 보조세포로서 Ver o cel l 이 제시되었다

(Menezo et al . , 1992b) .

Ver o cel l 은 원숭이 신장의 상피세포 (monkey r enal epi t hel i al cel l )에서 유래된 세포로서 발생학

적으로 내생식기와 동일한 세포에서 유래되었으므로 배아의 발생 및 부화를 촉진하는 물질을 생성

분비하는데 있어서 내생식기 세포와 유사한 기능을 하는 것으로 생각되고 있다 . 이러한 Vero

cel l 을 이용하여 공배양을 시행하였을 때 다른 내생식기 상피세포에서 유래된 세포로 공배양을 시

행하였을 때와 마찬가지로 배아의 발생율 및 부화율의 증진을 도모할 수 있다고 보고되었다

(Menezo et al . , 1992b) . 또한 Vero cel l 은 세포주가 확립되어 있어 구하기 쉽고, 철저한 검역을

거쳐 WHO의 인증을 받은 상태이다 . 따라서 Vero cel l 을 이용하여 공배양을 시행하는 것은 동물에

서 유래된 세포를 이용하는데에 따른 윤리적 문제를 제외하고는 다른 보조세포를 이용하는 것에

비하여 많은 장점을 지니고 있다.

공배양이 체외배양의 환경을 개선하는 기전에 관하여는 명확하게 규명되어 있지는 않으나 첫

째, 배아의 발생을 촉진하는 물질(embr yot rophi c f act or )을 생성 분비하여 배아의 성장과 발달을 촉

진하며, 둘째, 공배양에 이용되는 상피세포가 배아에 해로운 물질을 제거하는데 도움을 줄 수 있

는 것으로 인지되고 있다 (Bongso et al . , 1991) . 즉 발생 환경의 개선 측면에서 공배양은 hypoxan-

t hi ne 등과 같은 발생 억제제를 제거하고, 산소대사 수준 (oxygen met abol i c l evel s )을 낮추며, 배양

액내 pH의 안정화와 gl ucose의 분해 증진으로 l act at e의 수준을 증가시켜 주는 등 대사물질의 조정

에 효과가 있으며, t aur i ne 등과 같은 항산화제, 여러 당단백질, 세포의 성장인자로서 TGF- 1 ,

IGFBP- 1, IGF 등을 생성 분비하여 배아의 발생에 도움을 주는 것으로 알려져 있다(Menezo et al . ,

1992b; Bongso & Fong, 1993) .

본 연구에서 인간 배아를 대상으로 한 최적의 착상 전 유전진단 기술을 개발하기 위한 일환으

로 생쥐 배아를 대상으로 할구 생검 후 배아의 발생능력을 조사 분석한 결과 할구가 생검된 배아

의 체외배양시 단순배양을 실시한 경우 투명대에 미세조작을 가하지 않아 투명대가 온전한 대조

군과 비교하여 배반포기 이상으로의 배아 발생율에 있어서 ZD만을 실시한 군과 할구를 1개에서

최대 4개를 생검한 배아군, 즉 7/ 8군 , 6/ 8군 , 5/ 8군 및 4/ 8군에서 모두 유의한 차이가 없었으나

배아의 부화율에 있어서는 4/ 8군을 제외한 모든 군에서 유의하게 높은 결과를 나타내었다 . 이

러한 결과는 할구 생검을 위하여 투명대에 구멍을 뚫어준 것이 보조부화술 (as s i s t ed ha t chi ng )을
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실시한 것과 유사한 효과로서 배아의 부화 현상을 효율적으로 증진시킨 것에서 기인할 수 있을

으로 사료된다 (Cohen e t al . , 1992 ; Dokr as et al . , 1994 , Hoover e t al . , 1995 ; 김석현 등,

1997a , 1997b ) . 그러나 배아의 발달 충실도를 나타내는 할구 수 , 즉 세포 수에 있어서는 미세

조작을 가한 모든 군에서 대조군에 비하여 유의하게 낮은 결과를 나타내었다 . 특히 ZD군에서도

배아의 세포 수가 낮았던 것은 Depyper e & Leybaer t (1994 )의 보고에서 ZD 과정 중 배아의 세포질

내가 산성화됨에 따라 세포질 퇴행 (cyt opl asmi c degener a t i on )이 발생될 수 있다는 연구 결과를

고려하면 ac i di c Tyr ode ' s sol ut i on이 정도에 따른 차이는 있지만 배아에 손상을 유발하였을 가

능성이 있는 것으로 사료된다 .

본 연구에서 할구가 생검된 배아의 체외배양시 Ver o cel l 을 이용한 공배양을 실시한 경우 단순

배양시와 유사하게 대조군과 비교하여 배반포기 이상으로의 배아 발생율에 있어서 모두 유의한

차이가 없었으나 배아의 부화율에 있어서는 모든 군에서 유의하게 높은 결과를 나타내었다 . 또

한 배아의 발생율과 부화율에 있어서 단순배양시의 각 군과 평행 비교를 하였을 경우에도 ZD군과

4/ 8군을 제외한 모든 군에서 유의한 차이가 없었다 . 반면 배아의 세포 수에 있어서는 단순배양

시와는 다소 상이한 양상을 보였는데, 대조군과 비교하여 ZD군과 7/ 8군에서 유의한 차이가 없었

으며 , 단순배양시의 대조군과 비교하여 ZD군 , 7/ 8군, 6/ 8군, 즉 할구를 2개까지 생검한 군에서

유의하게 높았고 , 5/ 8군과 4/ 8군에서는 유의한 차이가 없었다 . 또한 배아의 세포 수에 있어서

단순배양시의 각 군과 평행 비교를 하였을 경우 모든 군에서 유의하게 많았다 . 이러한 결과는

Ver o cel l 을 이용한 공배양이 할구 생검 과정에서 발생되는 배아의 손상을 효과적으로 복구한 결

과라고 사료되며, 8- 세포기 배아에서 할구를 2개까지 생검하여도 추후 배아의 발생에는 별다른

문제점이 없었던 것으로 사료된다 .

체외배양 후 배아의 세포 수에 관한 연구 결과는 생검된 할구에서도 유사한 경향이 관찰되었

다 . 생검된 1개의 할구를 48시간 체외배양한 후 관찰된 세포의 수는 단순배양시 평균 5 . 9 ±1. 9

개 이었으나 공배양시에는 평균 11. 5 ±4 . 7개로서 유의하게 많았다 . 그러나 생검된 할구의 난할

율은 단순배양시 78 . 7%, 공배양시 87. 2%로서 양군간에 유의한 차이가 없었다 . 생검된 할구의

체외배양에 관한 본 연구 결과는 Li 등 (1992 )의 생쥐 8- 세포기에서 생검된 할구의 난할율 68- 78

%, Geber 등 (1995 )의 인간 배아에서 생검된 할구의 난할율 73% 등과 유사하였다 . 한편 이들 연

구에서는 생검된 할구의 체외배양 후 세포 수에 관한 결과는 없었지만 , 본 연구 결과와 여러 연

구자들의 결과를 고려하면 생검된 할구를 대상으로 단순배양만을 시행하여도 착상 전 유전진단

분석에 이용될 수 있는 세포의 수를 증진시킬 수 있을 것으로 사료된다 . 따라서 할구가 생검된

배아에 있어서 효과적인 동결보존 기술이 개발 확립된다면 생검된 할구의 체외배양 기법은 배아

의 착상 전 유전검사의 신뢰도를 높일 수 있는 유용한 방법으로 이용 가능하다고 사료된다 .

본 연구 수행 결과 인간 배아를 대상으로 한 착상 전 유전진단을 임상적으로 적용하기 위한
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전 단계로서 생쥐 동물실험을 개발하여 인간 배아의 착상 전 유전진단을 위한 기반 기술로서 확

립하였다 . 본 연구에서는 1차년도에 최적화된 할구 생검법을 이용하여 실제 임상 적용에 있어

서 할구 생검 후 배아 발생에 이상이 없으면서 최대 생검 가능한 할구 수를 규명하기 위하여 체

외수정을 통하여 생성된 8- 세포기 생쥐 배아에서 1개에서 최대 4개까지의 할구를 생검하여 발생

정도를 조사 분석하였다 . 8- 세포기 배아에서 생검된 할구 수가 증가하여도 만족할만한 배아의

생존율과 발생율을 얻었으므로 본 연구에서 적용된 할구생검법은 임상 적용을 위한 안전한 시술

방법이라고 사료된다 . 한편 할구가 생검된 배아에서 세포 수가 급격히 감소되는 결과가 관찰되

어 단순 체외배양 기술의 적용은 할구 생검시 배아가 받을 수 있는 손상을 효율적으로 극복할 수

는 없을 것으로 사료된다 . 또한 본 연구에서는 배아의 할구 생검 후 배아의 체외배양 체계 개

선을 위한 방법으로서 Ver o cel l 을 이용한 공배양 체계를 구축하였다 . 1차년도에 구축된 공배

양 체계를 최적화하여 할구가 생검된 배아의 체외배양에 적용한 결과 배아의 발생율이 증진됨을

확인할 수 있었으며 , 특히 단순 체외배양시의 결과와 비교하여 배아의 세포 수가 현저히 증가됨

이 관찰되었다 . 따라서 개선된 공배양 체계를 활용하면 보다 많은 수의 할구를 생검하여도 배아

발생이 보상될 수 있으므로 착상 전 유전검사의 효율성을 향상시킬 수 있는 적절한 체외배양 체

계가 확립되었다고 사료된다 . 결론적으로 본 연구 결과 공배양 체계를 이용한 생검된 배아의 체

외배양시 높은 난할율과 세포 수의 증진이 확인되어 할구가 생검된 배아의 동결보존 기술이 적정

화될 경우 할구 및 배아의 배양을 이용하여 상대적으로 많은 수의 세포를 유전진단에 이용할 수

있는 가능성을 확인하였다 .
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결 론

인간 배아를 대상으로 한 착상 전 유전진단의 임상적 적용에 있어서 가장 적절한 방법을 고안

하기 위하여 체외수정된 생쥐의 8- 세포기 배아를 대상으로 aci di c Tyr ode ' s sol ut i on (ATS)을 이

용한 zona dr i l l i ng (ZD) 방법으로 투명대에 구멍을 만들어 배아당 1개에서 최대 4개까지의 할구

를 생검한 후 할구가 생검된 배아와 생검된 할구의 체외 발생 정도를 조사 분석하고, Ver o cel l

을 이용한 공배양을 실시하여 배아의 체외 발생 효율을 검증하여 다음과 같은 결론을 얻었다 .

1 . 할구 생검 후 배아 발생에 이상이 없으면서 최대 생검 가능한 할구 수를 규명하기 위하여 과

배란유도 후 체외수정으로 생성된 8- 세포기 생쥐 배아에서 할구를 1개에서 최대 4개까지 생검한

후 배아의 발생율을 분석한 결과 투명대가 온전한 대조군에 비하여 zona dr i l l i ng만을 실시한 ZD

군과 할구를 생검한 7/ 8군 , 6/ 8군 , 5/ 8군, 4/ 8군에서 상실배 이하 단계로 발생이 정지된 배아의

비율 및 배반포기 이상으로 발생한 배아의 비율에 있어서 각각 유의한 차이가 없었다 . 그러나

배아의 부화율은 4/ 8군을 제외한 모든 처리군에서 대조군에 비하여 유의하게 높았다 . 배반포기

이상으로 발생한 배아의 세포 수는 대조군에 비하여 모든 처리군에서 유의하게 적었다 .

2 . Ver o cel l 을 이용한 공배양을 실시한 결과 대조군에 비하여 상실배 이하 단계로 발생이 정지

된 배아의 비율 및 배반포기 이상으로 발생한 배아의 비율에 있어서 유의한 차이가 없었으나 , 배

아의 부화율은 모든 처리군에서 유의하게 높았다 . 배반포기 이상으로 발생한 배아의 세포 수는

대조군에 비하여 ZD군과 7/ 8군에서는 유의한 차이가 없었지만 , 6/ 8군 , 5/ 8군 및 4/ 8군에서는 유

의하게 적었다 .

3 . 공배양을 실시하지 않은 각 군과의 상호 평행 비교에 있어서 배반포기 이상의 배아 발생율은

유의한 차이가 없었지만 , 배아의 부화율은 ZD군과 4/ 8군에서 유의하게 높았다 . 배아의 세포 수

는 공배양을 실시한 각 군에서 모두 유의하게 많았다 . 또한 공배양을 실시하지 않은 대조군에

서의 배아 세포 수에 비하여 공배양을 실시한 대조군, ZD군, 7/ 8군 및 6/ 8군에서의 배아 세포 수

가 유의하게 많았으며 , 5/ 8군과 4/ 8군에서는 유의한 차이가 없었다 .

4 . 생검된 할구의 체외배양시 공배양을 실시하지 않은 군과 공배양을 실시한 군 상호간의 비교에

있어서 세포분열이 일어난 할구의 비율은 유의한 차이가 없었으나 분열된 할구의 세포 수는 공배

양군에서 유의하게 많았다 .

결론적으로 본 연구에서 실시한 배아의 할구 생검법은 안전한 시술 방법이라고 사료되며 , 착

상 전 배아에서의 유전진단을 위한 할구 생검시 Ver o cel l 을 이용한 공배양은 진단의 효율성을
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증진시킬 수 있는 유용한 체외배양 체계라고 사료된다 .
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