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인간포배기 배아의 효과적인 유리화 동결법의 
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Objective: The purpose of this study was to evaluate the survival rate of vitrified blastocyst according 
to the freezing vessels, equilibration time in cryoprotectant and artificial dehydration method. 

Methods: Human blastocysts were vitrified after loading onto the plastic straw, open-pulled straw 
(OPS), electron microscopy grid (EM grid) for 1.5 min or 3 min. They also were directly plunged into 
LN2 within 30sec. For artificial shrinkage of blastocysts, 36 gauge fine needle was pushed at the 
cellular junction of the trophectoderm into the blstocoele cavity until it shrank without damage of inner 
cell mass. 

Results: The survival rate of vitrified blastocysts on plastic straw, OPS, EM grid as freezing vessels 
were 26.7, 13.0 and 60.5%, respectively. The survival rate of EM grid was significantly higher than that 
of plastic straw and OPS (p<0.05). For 1.5 min equilibrium, the survival rates of early blastocyst (EB), 
middle blastocyst (MB) and late blastocyst (LB) were 64.4, 81.0, and 20.0% respectively. For 3 min 
equilibrium, the survival rates of EB, MB, and LB were 69.9, 50.0 and 57.5% respectively. The 
survival rates of EB and MB were significantly higher than that of LB in 1.5 min equilibrium group 
(p<0.05), however, the significance was not observed in 3 min equilibrium groups. In cytoplasmic 
shrinkage before vitrification, the survival rates of EB, MB and LB were 92.9, 100 and 75.9% 
respectively. The survival rate of MB was significantly higher than that of LB (p<0.05). The survival 
rates of vitrified blastocysts by artificial dehydration and slow-frozen blastocysts were not significantly 
different as 88.9 and 66.7%, respectively. 

Conclusion: This study showed that the vitrification of human blastocysts using EM grid and artificial 
dehydration is an effective method. Therefore, these methods would be an useful techniques for blastocyst 
cryopreservation. 
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난구세포 혹은 체세포와의 공동배양과 배양액의 
개발 등 배양조건이 개선됨에 따라 배반포까지 높은 
체외 배발달률을 얻을 수 있다. 시험관 아기 시술에 
있어서 생산되는 배반포는 수정 후 5일째 이식을 
시행하므로 시기적으로 자연적인 수정란 발생과 착
상에 적합하고, 또한 배반포까지의 배양을 통하여 
양질 배아의 선별이 가능하기 때문에 착상률 및 임
신율을 향상시킬 수 있으며, 특히 이식하는 배아의 
수를 줄임으로써 다태임신을 줄일 수 있어 오늘날

에는 주로 포배기 이식에 관한 연구가 활발하다. 한
편 이식 후의 잉여 배반포는 동결보존하여 환자의 
정신적, 경제적 부담을 줄이는 등 이용효율을 높이

고 있다. 인간을 포함한 포유동물 배의 동결 및 융
해 후 생존율에 영향을 미치는 요인으로는 동결방

법, 배발생 단계, 세포내 탈수와 관련하여 동결보호

제의 종류, 동결보존용기 등 다양한 인자들이 존재

한다.1,2 
동결방법으로는 완만동결법, 급속동결법, 그리고 

고농도의 동결보호제와 세포내 초급속 탈수의 초급

속 동결인 유리화 동결법 등이 있다. 완만동결법에

서 단점은 고가의 동결장비와 동결시간이 길며 동결

시 빙결정의 형성으로 세포장해의 가장 큰 원인이 
된다. 이런 단점을 보완한 것이 초급속 동결법인 유
리화 동결법이다. 이 방법은 고가의 장비가 필요없

고 조작이 간단하며 동결시간도 대단히 짧다. 또 고
삼투압의 동결보호제를 사용해서 배아를 액체와 고
체의 중간인 겔 (gel) 상태로 초급속 동결보존하는 
기술로서, 특히 세포내 빙결정이 생성되지 않아 융
해 후 배아의 생존율이 높아졌기 때문에, 최근에 활
발히 연구되고 있다. 유리화 동결의 효율성을 높이

기 위해서는 동결보호제의 종류 및 냉각률을 고려

한 보존용기의 선택이 중요하다. 동결보호제로는 저
분자 물질로서, 세포골격유지를 담당하는 역할을 가
진 glycerol, ethylene glycol, dimethyl sulphoxide, pro- 
pylene glycol인 세포내 침투성 물질과, 고분자 물질

로서 세포내 탈수를 강하게 유도하는 sucrose, treha- 
lose 등인 세포내 비침투성 물질을 함께 사용한다. 
또한 ficoll, polyvinylpyrrolidone (PVP), polyethylene 
glycol (PEG) 등과 같은 거대분자는 동결시 초급속 
냉각속도로부터 세포내 환경을 안정화시켜 주는 물
질로서 첨가하기도 한다. 따라서 동결보호제의 선택

은 동결·융해 후 배아의 생존율에 중요한 영향을 
미친다. 단일용액의 사용보다는 침투성과 비침투성 
물질을 혼합하면 더욱 효과적이다.3 최근에는 ethy- 
lene glycol, ficoll 및 sucrose를 혼합한 용액 (EFS)을 
많이 이용하며, 특히 EFS 용액을 이용하여 토끼, 생
쥐, 소, 인간 등에서 성공적인 동결이 보고되었다.4~8 

고농도의 동결보호제 사용은 세포내 과탈수에 의
한 세포 기능의 장해가 우려되기 때문에 동결보호

제에 대한 배아의 노출시간은 대단히 중요하다. 특
히 큰 배반포강을 가진 배반포는 동결보호제가 충
분히 침투하기 전에 독성에 의해 손상을 입기 때문

에 배의 노출시간과 더불어 2단계 동결법이 효과적

이라고 보고된 바 있다.6 따라서 배반포의 충분한 
탈수를 위해 적당한 동결보호제 선택 및 처리시간

과 효과적인 탈수유도방법이 필요하다. 
유리화 동결성공의 또 다른 요인은 동결보존용기

이며, 일반적으로 동결보존용기로는 plastic straw, 
EM grid, cryoloop 등 여러 종류들이 사용되고 있다. 
그러나 동결보존용기를 곧바로 액체질소에 침지하

였을 경우 동결보존용기에 따라 냉각속도에서 많은 
차이를 나타내었다. 그 중 냉각속도율이 가장 높은 
electron microscopy grid (EM grid)의 사용은 소의 미
수정란에 한정되어져 왔지만,9,10 Park 등은 소 배반

포에서도 동결에 성공하였으며, 인간의 배반포에서

도 이 방법의 적용이 가능할 것으로 생각된다.7 
따라서 본 연구는 인간 체외수정-배아이식의 프

로그램에서 생산된 배반포를 이용하여 동결보존시 
유리화 동결법에 있어서 동결·융해 후 생존율에 미
치는 세포내 효과적인 탈수방법과 더불어 노출시간 
및 동결보존용기로서 EM grid의 사용효과를 검토하

였다. 
 

연구 대상 및 방법 

1. 연구 대상 

본 연구는 본원의 IVF-ET 프로그램에 참여한 환

자 중 배아이식 후 남은 배반포를 유리화 동결을 
실시한 83주기를 대상으로 하였다. 실험적인 결과

는 같은 기간 동안 생산된 비정상적인 수정란 유래

의 배반포를 이용하여 동결융해 후의 생존율을 조사

하였다. 
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2. 과배란 유도 및 체외수정과 배양 

대상 환자에서 GnRH-agonist (Buserelin, Suprefact, 
Hoechst)와 FSH/hMG를 병용한 황체기 장기투여법

으로 과배란을 유도하였으며, 난포의 직경이 17~18 
mm 이상인 것이 2개 이상 확인될 경우 hCG (pro- 
fasi, Serono)을 투여하였고, 36~38시간 후 질식 초
음파를 이용하여 난포란을 채취하였다. 

채취된 난자는 성숙을 확인한 후 10%의 인간난포

액이 함유된 YS배양액에서 정자의 최종농도를 1× 
105 cells/ml로 조정하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 
체외수정을 유도하였다. 체외수정 유도 후 14~18시
간째에 정상 수정난자는 미리 준비한 난구세포와 
37℃, 5% CO2 배양기에서 공동배양하였다. 배양 후 
24시간마다 20% hFF 첨가된 신선 YS배양액으로 
교환하면서 5일 동안 배양하여 배반포로의 발달을 
관찰하고, 형태적으로 양질의 배아를 이식하였으며, 
잉여의 배반포는 동결하였다. 한편, 제2극체가 존재

하면서 비정상적인 수정난자 (1개의 전핵 또는 3개 
이상)를 구분하여 상기의 방법대로 별도로 5~6일 
배양하여 발생한 배반포도 동결하였다. 생산된 배반

포는 배반포강의 형성시기 및 크기에 따라 EB (초
기배반포), MB (중기배반포), LB (후기배반포)로 구
분하여 실험에 공시하였다.11 

3. 포배란의 유리화 동결 

1) 동결액 및 융해액 제조 

유리화 동결액은 기초동결액 (PBS)에 20% (v/v) 
ethylene glycol (EG: Sigma, E-9129)을 첨가한 용액 
(EG20)과, 기초동결액에 40% (v/v) EG, 18% (w/v) 
Ficoll (MW 70,000; Sigma, F-2878), 0.3 M Sucrose를 
첨가한 용액 (EFS40)이다. 동결보존 후의 융해액은 
기초동결액에 각각 0.5 M과 0.25 M의 Sucrose를 첨
가한 용액이다. 

2) 동결 및 융해방법 

유리화 동결은 실온에서 2단계로 실시하였다. 먼
저 EG20에서 1.5~3분간 처리한 후, EFS40에 옮겨 
30초~1분 이내에 각각의 보존용기에 1~5개의 배반

포를 장진하여 액체질소에 바로 침지하였다. 동결된 
배아의 융해는 실온에서 0.5 M, 0.25 M Sucrose 용액

에서 각각 5분, Sucrose 무첨가 기초동결액에서 5분

간을 순차적으로 처리하여 동결액을 제거하였다. 
3) 동결보존용기 

(1) Plastic straw를 이용한 유리화 동결 

0.25 ml plastic straw를 이용한 유리화 동결은 EG- 
20에서 1.5분간 처리하고 EFS40으로 옮긴 후 1분 
이내에 액체질소에 침지하였다. 융해는 straw를 공
기중에 5초간 노출시킨 뒤 실온의 물에서 10초간 
침지하여 행하였으며, 동결액의 제거는 상기의 방법

에 준하였다. 
(2) Open pulled straw (OPS)를 이용한 유리

화 동결 

OPS를 이용한 유리화 동결은 EG20에서 1.5분간 
처리하고 EFS40으로 옮긴 후, 배반포만 함유할 수 
있을 정도의 1 µl 용액을 이용하여 배아를 장진하여 
곧바로 액체질소에 침지하였다. 융해는 0.5 M Suc- 
rose 용액에 OPS를 담그고 반대편 끝부분을 손가락

으로 막아 OPS내 용적의 팽창에 의해 배아를 회수

한 다음 동결액의 제거는 상기의 방법에 준하였다. 
(3) EM grid를 이용한 유리화 동결 

400 mesh copper EM grid (IGC 400; Pelco Interna- 
tional)를 이용한 유리화 동결은 EG20에서 1.5~3분
간 처리하고 EFS40으로 옮겨 EM grid 위에 배아를 
놓고 액체질소에 침지하기까지 30초를 초과하지 않
도록 하였다. 융해 및 동결액의 제거는 상기의 방법

에 준하였다. 
4) 유리화 동결을 위한 인위적 탈수 

배반포강내의 탈수를 위해 동결전 모든 배반포의 
투명대를 36 gauge needle (Hamilton, 90033)을 이용

하여 찔러줌으로써 인위적으로 배반포강내의 수분

을 제거하고 배반포강을 수축시킨 후 EM grid로 유
리화 동결을 행하였다. 이때 사용된 EG20에서의 전 
처리시간은 3분 이었으며 EFS40에서는 최대한 빨리 
(30초 이내) 처리하여 액체질소내로 침지하였다. 

4. 동결-융해한 배반포의 배양과 생존율 

동결방법과 상관없이 동결-융해한 배반포는 20% 
hFF 첨가 YS배양액으로 3~4회 세척한 후 37℃, 5% 
CO2 배양기에서 18~20시간 난구세포와 공동배양하

여 형태학적으로 다시 팽윤된 배반포만을 생존한 것
으로 간주하였다. 
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5. 통계적 분석 

실험결과의 통계적 유의성 검정은 SAS (statistical 
analysis system)를 이용한 chi-square (χ2) test에 의하

여 분석하였다. 
 

결  과 

1. 동결보존용기가 배반포의 동결 및 융해 후 

생존율에 미치는 영향 

동결보존용기로서 plastic straw, OPS 및 EM grid
를 이용한 유리화 동결 및 융해한 배반포의 생존율

은 Table 1과 같다. 각 실험구간의 생존율은 plastic 
straw구의 26.7% (4/15), OPS구의 13.0% (3/23), EM 
grid구의 60.5% (49/81)로서, 융해 후 회수율에서 다
른 구에 비해 다소 낮지만 EM grid구에서 유의하게 
높은 생존율을 얻을 수 있었다 (p<0.05). 

2. 포배기 배아의 유리화 동결 및 융해 후 생존

율에 미치는 동결보호제 평형시간의 영향 

각 발생단계별 배반포를 EG20에서의 평형시간이 
EM grid의 유리화 동결 및 융해 후 생존율에 미치는 
영향을 검토한 결과는 Table 2와 같다. 

EB군의 경우 1.5분의 64.4% (29/45)와 3분의 69.6% 
(16/23)으로 평형시간에 따른 생존율의 유의차는 인
정되지 않았다. 그리고 MB군에 있어서는 1.5분 처
리구의 81.0% (17/21)로 3분 처리구의 50.0% (7/14)
에 비해 상당히 높은 생존율을 나타내었지만 유의적 
차는 인정되지 않았다. 그러나 LB군은 오히려 3분 
처리구에 있어서 57.5% (23/40)로서 1.5분 처리구의 
20.0% (3/15)에 비해 유의하게 높은 생존율을 나타

내었다. 따라서 발생단계별로 보면 MB군은 1.5분 
처리에서 LB군은 3분 처리에서 가장 높은 생존율

을 보였으며 후기 배반포단계로 발달할수록 동결시 

Table 1. Comparison of recovery rates and survival rates of vitrified-thawed blastocysts according to the freezing vessel

No.(%) of embryos 
Freezing vessels* 

Examined Recovered Survived 

Plastic straw 15 15 (100)  4 (26.7)a 

OPS 23 23 (100)  3 (13.0)a 

EM grid 83  81 (97.6) 49 (60.5)b 
a,b: Different superscripts within column indicated significant differences (p<0.05) 

*: OPS: open-pulled straw, EM grid: electron microscopy grid 

Table 2. Effect of equilibration time before vitrification on survival rates of vitrified-thawed blastocysts using EM grid

No.(%) of embryos 
Equilibration time (min) Developmental stage* 

Examined Recovered Survived 

EB 46 45 (97.8) 29 (64.4)a 

MB 22 21 (95.5) 17 (81.0)a 

LB 15 15 (100)  3 (20.0)b 
1.5 

Total 83 81 (97.6) 49 (60.5) 

EB 23 23 (100) 16 (69.6)a 

MB 15 14 (93.3)  7 (50.0)a 

LB 40 40 (100) 23 (57.5)a 
3.0 

Total 78 77 (98.7) 46 (59.8) 
a,b: Different superscripts within column indicated significant differences (p<0.05) 

*: EB: early blastocyst, MB: middle blastocyst, LB: late blastocyst 
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더 많은 평형시간을 필요로 할 것으로 사료된다. 

3. 포배기 배아의 유리화 동결 및 융해 후 생존

율에 미치는 인위적 탈수의 효과 

각 발생단계별 배반포를 동결보호제로 처리하기 
전 36 gauge needle을 이용하여 투명대를 찔러 세포

강내의 수분을 제거하고 세포질을 수축시킴으로써 
인위적 탈수를 유도하였다. 그 후 동결보호제를 처
리하여 유리화 동결 및 융해 후의 생존율의 결과는 
Table 3과 같다. 

인위적 탈수유도군에서 MB, MB 및 LB의 생존

율은 각각 92.9% (13/14), 100% (17/17) 및 75.9% (41 
/54)로서, MB구가 가장 높았으며, 특히 LB구보다는 
유의하게 높았다 (p<0.05). 인위적 탈수를 유도하지 
않은 군에서는 각각 66.7% (8/12), 60.0% (12/20) 및 
42.1% (16/38)로서, LB구가 가장 낮았으며, 특히 다
른 두 구에 비해 유의하게 낮았다. 따라서 인위적 

탈수구에서의 EB, MB 및 LB 등 배반포의 발달단

계와 관계없이 인위적 탈수를 하지않은 구에 비해 
생존율이 상승하였으나 LB구를 제외하고는 유의차

는 인정되지 않았다. 
그리고 Figure 1은 동결전 배반포 (A)를 바로 동

결보호제를 3분 처리 배반포 (B), 동결전 배반포를 
36 gauge needle로서 세포질 수축을 유도한 후 (C) 
동결보호제를 1.5분 처리한 배반포 (D)이다. 세포질 
수축을 유도한 배반포에서 노출시간은 짧지만 더 많
은 수축이 일어난 것을 볼 수 있다. 

인위적 탈수 후 유리화 동결의 효과를 검증하기 
위하여 완만동결과 비교검토한 결과는 Table 4와 같
다. 완만동결구의 동결 후 배반포의 생존율은 66.7% 
(10/15)이며, 인위적 탈수 후의 유리화 동결구는 
88.9% (16/18)로서, 완만동결구보다 생존율이 다소 
높았지만, 통계적인 유의차는 인정되지 않았다. 

Table 4. Effect of freezing methods on survival rate after freezing-thawing human blastocysts 

No.(%) of embryos 
Freezing methods 

Examined Recovered Survived 

Slow freezing 15 15 (100) 10 (66.7)a 

Vitrification 18 18 (100) 16 (88.9)a 
a: Values within columns having same superscripts are not significantly different 

Table 3. Effect of artificial blastocoele shrinkage on survival rate of vitrified-thawed blastocysts using EM grid 

No.(%) of embryos 
Artificial shrinkage* Developmental stage** 

Examined Recovered Survived 

EB 14 14 (100) 13 (92.9)a,b 

MB 17 17 (100) 17 (100)a 

LB 54 54 (100) 41 (75.9)b 
+ 

Total 85 85 (100) 71 (83.5) 

EB 12 12 (100)  8 (66.7)a,c 

MB 21 20 (95.2) 12 (60.0)a,c 

LB 39 38 (97.4) 16 (42.1)d 
- 

Total 72 70 (97.2) 36 (51.4) 
a,b,c,d: Different superscripts within column indicated significant differences (p<0.05). 

*: +: blastocoele artificial puncture, -: not puncture 
**: EB: early blastocyst, MB: middle blastocyst, LB: late blastocyst 
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고  찰 

 
유리화 동결시 동결보존용기는 냉각속도와 더불어 

동결의 주요한 요인이다. 일반적으로 유리화 동결시 
사용하는 보존용기는 plastic straw이며, 이것과 EFS 
용액을 이용한 소 배아의 유리화 동결성공률은 대
략 74~89% 정도이다.6,12 그러나 인간 배반포의 경
우는 동결액의 종류에 따라 plastic straw의 비효율

성을 보고한 예도 있다.13 한편, plastic straw의 냉각

률이 낮다는 단점으로부터 straw의 단면적을 줄여 
냉각률을 높인 것이 OPS법이다. OPS법은 Niemann

에 의해 처음으로 개발되었으며,14 그 후 Vajta 등에 
의해 더욱 발달하였다. Vajta 등은 적당한 동결방지

제와 OPS를 이용한 동결로서 소 포배의 90% 이상

의 동결성공률을 보고하였다.15 그리고 Chen 등도 
plastic straw보다 OPS의 이용효율성을 보고하였으

며,16 또 Kong 등은 OPS를 더욱 개량한 glass mi- 
cropipette의 효율성도 증명하였다.17 또 다른 동결보

존용기로 EM grid는 Martino 등이 소 난자의 유리화 
동결에 처음으로 보고한 이래,9,10 Park 등은 plastic 
straw와 EM grid의 비교 검토에서 EM grid의 효율

성을 입증하였다.7 또한 본 연구를 통한 EM grid의 
효과가 증명되었기 때문에 앞으로 인간 배아의 동결

Figure 1. A series course of vitirification of human blastocysts using EM grid (×100). Human expanded blastocyst
(A) were equilibrated in EG20 for 3 min (B). Shrinked embryos (C) after physical puncture using 36G needle (*; C)
were equilibrated in EG20 (D) for 1.5 min. 
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보존에 EM grid의 사용을 검토할 필요가 있다. 
유리화 동결시 세포내 빙결정을 방지하기 위해서

는 충분한 탈수가 일어나야 하며, 이것은 동결보호

제의 평형시간과 평형온도가 중요하다. 평형온도가 
낮을수록 평형시간은 길어지고, 평형온도가 높을수

록 짧아진다. Tachikawa 등은 실온에서 2분 처리구

의 생존율은 높았지만, 3분 이상 처리구에서는 낮았

다.12 이것은 동결보호제의 평형시간이 길었기 때문

에 세포에 대한 동결보호제의 독성이 증가한 것으

로 보고하였다. 따라서 동결보호제의 노출시간을 줄
이기 위해서는 먼저 낮은 농도에서 평형시킨 후 단
계적으로 농도를 높여주는 2단계 동결법이 효과적

이라고 많은 연구자가 보고하였다.5,7 특히 EB보다 
LB는 동결보호제가 충분히 침투하기 전에 세포가 
독성에 의해 손상을 많이 입는다. 한편 배반포의 발
달단계에 따라 생존율에는 차이가 있으며, 특히 EB
의 경우는 낮았다.5,7 그러나 동결보호제를 개선함으

로써 오늘날에는 발달단계와는 관계없이 높은 생존

율을 얻을 수 있다. 본 연구에서는 동결보호제로서 
EG20과 EFS40을 사용한 2단계 동결법으로 유리화 
동결을 행하였다. 그 결과 EB의 경우는 처리시간에 
관계없이 생존율이 안정되었으며, MB의 경우는 처
리시간이 길어짐으로써 생존율이 저하하였고, 배반

포강이 큰 LB는 1.5분 처리로는 충분한 탈수가 일
어나지 않아 생존율이 낮았지만, 처리시간이 길어짐

에 따라 생존율도 향상되었다. 따라서 적당한 동결

보호제를 선택한다면 평형시간보다는 오히려 세포내 
탈수를 유도할 수 있는 방법의 개발이 더욱 필요하

다고 사료된다. 일반적으로는 동결보호제의 평형시

간과 농도를 이용하여 세포내 탈수를 유도하는 생화

학적 방법을 많이 이용하고 있다. 그러나 이 경우는 
동결보호제의 세포내 독성이 강하기 때문에 평형시

간을 조절하지만, 세포내 미탈수에 의한 동결장해 
및 동결보호제의 세포독성 등의 우려성이 있다.6 반
면 본 연구에서 이용한 인위적 탈수방법은 단지 배
반포의 투명대에 물리적 자극을 주어 세포질을 수
축시킨다. 그 결과 융해 후의 높은 생존율도 얻었을 
뿐만 아니라 투명대에 작은 구멍을 내어줌으로써 보
조부화의 효과도 생각할 수 있다. 

따라서 물리적 자극 후 세포질 수축 유도 후 유
리화 동결을 실시하는 것이 효과적임을 알 수 있다. 

인간에 있어서 시험관 아기센터에서 일반적으로 사
용하는 방법은 완만동결법이다. 그러나 완만동결법

은 많은 시간의 소비 및 고가의 장비가 필요하고, 
동결과정 중 빙결정형성으로 세포손상이 생긴다는 
단점이 있기 때문에 최근에는 유리화 동결에 대한 
연구가 많이 이루어지고 있다. 생쥐 2세포기에서는 
유리화 동결보다 완만동결에서 착상율이 더 높다고 
보고한 반면, 18소에서는 완만동결보다 유리화 동결

에서 착상율이 높은 것으로 보고하였고,19~21 양에서

도 유리화 동결에서 착상율이 높은 것으로 보고하

였다.22 또한 인간에 있어서도 완만동결보다 유리화 
동결이 더 효과적임을 보고하였다.23 

이상과 같이 동물 종에 따라서는 약간의 차이가 
있지만, 비교적 유리화 동결 배의 생존율이 높았다. 
본 연구에서도 인위적 탈수 후의 유리화 동결이 완
만동결보다도 효과적이라는 것을 입증하였다. 따라

서 본 연구에서 개발한 인위적 탈수 후의 유리화 
동결법을 더욱 개량함으로써 임상적용으로의 응용

에도 그 이용 가능성은 매우 높다고 사료된다. 
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